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RESUMEN
La terapéutica del cancer se ha descrito desde antes de cristo en el papiro de Edwin

con tratamientos paleativos. En la actual era de la medicina, el primer articulo
publicado sobre la terapéutica del cancer data de 1846 utilizando cirugias usando
éter como anestésico, hasta desarrollarse el uso de elementos radiactivos en 1903
para tratar cancer de piel, para después descubrir mejores métodos diagndsticos en
1928 se desarrollé la tincion de Pap en cancer cervical, hasta promover la
investigaciéon de la terapéutica del cancer utilizando agentes quimicos, hasta
desarrollar proyectos para contar y estimar el nimero de casos de cancer impulsado
por la Organizacion Mundial de la Salud por sus siglas en ingles WHO. Se piensa
que este siglo XXI el humano no acabara de investigar todas las sustancias que
puedan tener uso en la terapéutica contra el cancer. El tratamiento del cancer es
recurrente en la poblacién y se invierte un presupuesto gubernamental para tratarlo,
de este modo, surge la necesidad de caracterizar el estado de células cancerigenas
bajo el efecto de la mayor cantidad de farmacos esperando que alguno de ellos
pueda tener un efecto Gtil en la terapéutica. Diversas investigaciones se han
centrado en tratamientos alternativos como el uso de los flavonoides, que ya se han
caracterizado por sus propiedades anti-carcinogénicas. El cancer escamoso de
cabeza y cuello, uno de los tipos de cancer oral mas severo, cuenta con un
tratamiento adecuado cuando se detecta precozmente, pero ante alteraciones
cronicas tiene baja prognosis. El estudio que se presenta tiene el proposito de
evaluar el efecto del flavonoide nobiletina en la proliferacion celular, migracién y
supervivencia en la linea celular proveniente de un carcinoma de células escamosas
de hipofaringe. Utilizando el método de MTT para evaluar la viabilidad, Western Blot
para caracterizar la via PI3K/AKT, ERK y JNK en la proliferacion celular, observando
la migracion por ensayo de cicatrizacion — herida y camara de Boyden, evaluando
la induccién de la angiogénesis por ELISA, la regulacion de vias proliferativas por
RT-PCR y la induccion de la apoptosis por ensayo de TUNEL todo bajo el efecto de
este flavonoide. Encontramos que nobiletina disminuye la viabilidad celular,

promueve expresion de genes involucrados en la inhibicion de la proliferacion,



promueve la apoptosis, disminuye la migracion y altera a produccion de factores de
crecimiento. Los resultados sefialan que nobiletina logra interactuar con las vias de
sefalizacion promotoras de la proliferacion y demuestra que el flavonoide no tiene
un sitio especifico de accién. Su estructura podria servir como base para
modificaciones y aumentar su selectividad para ayudar a la terapéutica contra el
cancer.

1 ANTECEDENTES
1.1 Historico de la terapéutica e investigacion contra el cancer.

En las paginas actuales de la American Society of Clinical Oncology (ASCO) [1]
fundada en 1964 y el National Institute of Health (NIH) [2] fundado en 1937, se pone
a disposicién del publico una amplia gama de sucesos pasados sobre la terapéutica
del cancer. Este apartado comprende datos histéricos sobre la investigacion del
cancer. El primer evento data de 1775 Percivall Pott identifica una relacion entre la
exposiciéon a hollin de chimenea como factor ambiental que provoca carcinoma de
células escamosas de escroto en limpiadores de chimenea, después en 1856 el
dentista William T.G. Morton de Boston hace la primera demostracién de anestesia
general usando éter como anestésico para remover un tumor en cirugia, en 1863
Virchow vincula el cancer con inflamacién usando el término leucemia describiendo
un exceso de glébulos blancos en sangre. En 1886 se evidencia que el cancer
puede ser heredado de un padre a su hijo gracias al trabajo del oftalmélogo
Brasilefio Hilario de Gouvea sobre el retinoblastoma, en 1902 Theodor Boveri
sugiere que los tumores se generan a partir de una sola célula con dafo
cromosoémico, sorprendentemente el primer tratamiento de cancer usando radiacion
fue hecho en 1903, cinco afios después de que Marie Curie descubrié el radio; S.W.
Globerg y Elfim London reportan el uso de este elemento radioactivo en dos
pacientes de Rusia con cancer de piel. Después se desarrollé la brachiterapia, en
la cual se introducen elementos radioactivos al cuerpo. Posteriormente se descubrio
gue otras especies como el pollo pueden desarrollar cancer por un agente infeccioso
(Rous sarcoma virus) en 1911, descubierto por Peyron Rous, otro ejemplo son
conejos en contacto con alquitran de hulla en 1915 realizado por Yamagiwa e

Ichakawa. Para este entonces, los niveles de cancer seguian subiendo, hasta 1928,



cuando George Papanicolaou descubre que el cancer cervical puede ser detectado
examinando células de la vagina, permitiendo que sea detectado y removido antes
de ser dafino, ayudando a reducir muertes por cancer cervical hasta un 70 %.
Combinando tratamientos en 1937 se usO cirugia y después radiacion contra
tumores por sir Geoffrey Keynes, en 1941 Charles Huggins descubre que,
removiendo los testiculos para bajar la produccidén de testosterona y administrar
estrdgenos causa un retroceso en tumores de préstata también llamado terapia
hormonal. Se ha llegado a tal grado de probar sustancias que fueron pensadas para
la guerra y no para tratar el cancer, como derivados del Gas Mostaza, aprobado por
la Food and Drug Administration (FDA) en 1949 como un agente alquilante; no fue
hasta 1950 cuando Ernst Wyder, Evarts Graham y Richard Doll identificaron que
fumar cigarrillos era un factor importante para desarrollar cancer de pulmon.
Posteriormente en 1960, Peter Nowell y David Hungerford describen un inusual
cromosoma pequefio en pacientes con leucemia mieloide crénica llamado
cromosoma filadelfia donde, basicamente, el cromosoma 22 y 9 se entrecruzan
dando un fenotipo con leucemia. No fue hasta 1964 que el Epstein -Barr virus es
ligado con cancer humano linfoma de Brukitt, también puede causar cancer
nasofaringeo. En 1977 mediante una prueba piloto se demostré6 que combinando
Cisplatin, Vinblastin y Bleomicin, puede curar 70 % de pacientes con cancer
testicular avanzado; el afio siguiente, la FDA aprueba el uso del Cisplatin, un
complejo con platino, el cual es afin a los sitios ricos en guanina-cisteina,
provocando entrecruzamientos con mas ADN y proteinas, resultado en el blogqueo
de la lectura del material genético, generando apoptosis. En 1978 la FDA aprueba
Tamoxifen, un modulador selectivo del receptor a estrogenos primero en su clase
usado en cancer de mama. En 1979 el gen TP53 conocido también como p53, se
identifica como el gen mas mutado en cancer humano, es un gen supresor de
tumores productor de la proteina 53 que ayuda al control de la proliferacién celular
y supresion del crecimiento de tumores. En 1981 la FDA aprueba la primera vacuna
contra Hepatitis B una de las primeras causas de cancer de higado. En 1984 se
identifica material genético del virus del papiloma humano tipo 16 y 18 en cancer

cervical, actual factor infecciosos de cuidado. El cancer de prostata, uno de los mas



comunes en hombres, es diagnosticado con la prueba de antigeno especifico de
préostata en 1986 ayudando a su tratamiento precoz. Se aprobaron farmacos como
la Epotein Alpha para estimular la produccién de glébulos rojos contra la anemia
que se produce en las quimioterapias; uniéndose a otros farmacos como el filgrastin
que es un estimulante de la produccién de glébulos blancos, reduciendo el uso de
transfusiones sanguineas en 1989. Haciendo un avance en la forma de remover el
tumor, en 1990 se usa la cirugia laparoscopica que consiste en hacer muchas
incisiones pequefias usando un equipo telescopico para remover tumores,
alternativa a cirugias tradicionales abiertas. En el mismo afio se empezaron a usar
terapias con radiacion 3D. Un afio después, en 1991, por primera vez el récord de
casos de mortalidad debida a cancer desde 1930 -que empez6- disminuye. Segun
el NCI (National Cancer Institute), CDC (Centers for Disease Control and
Prevention) y ACS (American Cancer Society) reportan disminucion del indice de
muerte de 2.6 % de 1991 a 1995 y de 18 % de 1991 a 2008, un pequefio gran
avance. Después en 1994 el gen BRCAL supresor de tumores fue clonado,
mutaciones heredadas en este gen generalmente aumenta el riesgo de cancer de
mama y ovario. Y a partir de estas fechas las sustancias usadas contra el cancer
comenzaron a variar mucho: 1996 anstrazole inhibe la produccién de estrogeno en
el cuerpo en cancer de mama, 1997 rituximab siendo un anticuerpo monoclonal
contra linfoma de célula B se usa, 2010 se aprueva vacuna contra HPV (human
papiloma virus) llamada Gardasil, 2010 sipluleucel-T, primera vacuna contra el
cancer que usa tus propias células del sistema inmune, 2013 Ado-trastuxumab
Emtasine un anticuerpo conjugado usando en cancer de mama HER2+. Esto solo
es una breve introduccién sobre la terapéutica del cancer, pero aseguro que
actualmente hay muchisimos laboratorios de investigacion evaluando actividades
anticancerigenas de un sin fin de sustancias, tanto sintéticas como naturales. Tal
es el caso de los flavonoides que hoy en dia se evaluan ante todo tipo de lineas
celulares.

GLOBOCAN [3] Fig. 1 el proyecto que da a conocer el desarrollo del cancer a nivel

mundial, la pagina Global Cancer Observatory nos da el puente entre diferentes



herramientas:
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Fig 1 GLOBOCAN. Fuente: [3]
Cancer Today: Que provee herramientas para estimar la incidencia, prevalencia y
mortalidad actuales de 36 tipos de cancer en 185 paises por sexo y edad.
Cancer Over Time: Nos permite visualizar datos de la porcion cambiante de
incidencia y mortalidad de cancer a lo largo de medio siglo, basado en informacion
de alta calidad de 40 paises.
Cancer Tomorrow: Predice la incidencia y mortalidad de cancer a nivel mundial a
partir de los estimados actuales en 2018 hasta el 2040.
Cancer Causes: Herramienta para visualizar la conexion entre cancer y sus posibles
causas, cuantificando el grado en el que diferentes tipos de cancer es atribuido a
especificos estilos de vida y a factores de riesgo ambientales a nivel mundial.
1.2 Incidencia y Mortalidad
México cuenta con un estimado de 83 476 muertes por cancer en ambos sexos por
afo en todas las edades segun el CANCER TODAY. Ocupa el lugar 23 en muertes

por cancer a nivel mundial (Fig 2).
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Fig. 2 Muertes estimadas por cancer a nivel mundial, ambos géneros, todas
las edades, en todos los tipos de cancer durante el 2018. CANCER TODAY
Fuente: [3]

El cancer hipofaringeo es un tipo del cancer de cavidad de laringe y faringe, el cual
ocupa un lugar significativo en relacion con los demas en cuanto a su incidencia, en
un analisis obtenido GLOBOCAN 2008, sefiala que el cancer de labios y cavidad
oral es el octavo més comun en los hombres [4]; se diagnostican aproximadamente
600,000 casos en el mundo [5, 6] . El consumo de tabaco ha sido identificado como
el factor de mayor riesgo [4]. De hecho, casi el 65% del cancer oral es atribuido el

consumo del tabaco [5].



Casos de cancer

Sin embargo, estudios epidemiol6gicos han documentado un efecto sinérgico entre
el consumo de tabaco y beber alcohol [7] y el riesgo atribuible a estos dos factores
se estima en un 74% [8]. Algunas otras investigaciones sefialan que existe relacion
entre el cancer oral con otros habitos inseguros como el consumo de mate [9] y la
enfermedad periodontal [10]. La tasa de supervivencia del cAncer hipofaringeo varia
de acuerdo al estadio, la supervivencia de 5 afios para cancer hipofaringeo es del
33%. Cuando se detecta en estadio temprano y localizado, la tasa de supervivencia
es del 53%. Cuando este cancer se ha diseminado a la zona de los ganglios
linfaticos cercanos, la tasa de supervivencia es de cinco afios y el porcentaje de
supervivencia oscila entre el 36% y 39%. Si el cancer se ha diseminado a partes
distantes del cuerpo, la tasa de supervivencia a 5 afios es del 24% vy
aproximadamente el 54% de los casos se diagnostican en este estadio. La realidad

de México es que ocupa el tercer lugar en incidencia en América Latina (Fig. 3) y el
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Fig 3 Casos de cancer en América Latina en ambos géneros en el 2012.
Fuente: [3]
orofaringe sigue aumentando en hombres y mujeres mexicanos segun se observa
en GLOBOCAN Cancer over the time (Fig. 4).
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Fig 4 Récord de muertes en México por cancer en la cavidad oral y faringe,
todas las edades en rojo hombre en verde mujeres. Fuente: [11]

1.3 Caracteristicas clinicas del cancer de hipofaringe
El carcinoma de cabeza y cuello tiene aproximadamente 600,000 casos nuevos
cada afo[12, 13]. El carcinoma de cabeza y cuello consiste en la principal
manifestacion del cancer y radica en un grupo tumores que se originan en el epitelio
escamoso de la cavidad oral, orofaringe, laringe e hipofaringe. Como se muestra en
la Fig. 5 la hipofaringe se ubica en la entrada al es6fago, compartiendo tejidos con
la caja vocal, parte de la laringe que origina la voz.
Se ha encontrado que, en los pacientes de carcinoma de células escamosas, se
ven involucrados de igual manera los nodos linfaticos.
Cualquier persona en cualquier edad, en cualquier estadio del cancer, debe recibir
cuidados paliativos enfocado en reducir los sintomas, aumentado la calidad de vida
del paciente y apoyando a su familia. Cabe mencionar que, en caso de metastasis
todas las terapias pueden ser usadas en el plan terapéutico. Asi mismo, una vez
tratado el cancer existe la posibilidad de remision o volver a presentar cancer. Las
personas que dejan de usar tabaco y alcohol antes del tratamiento aumentan las
posibilidades de un tratamiento exitoso. Recuperarse del cancer no siempre es
posible. Cuando el cancer no puede ser tratado o controlado se le llama avanzado
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o terminal, las personas en este estado pueden recibir un tratamiento paliativo,

cuidado

Hypopharynx
Supraglottis
Glottis

Vocal fold .‘ Esophagus
Subglottis

Trachea

Fig. 5 Cavidades. Fuente: [14]

de hospicio disefiado para brindar la mejor calidad de vida posible a las personas

cuya vida se acerca al final.

1.4 Factores de riesgo del cancer hipofaringeo.

Se considera un factor de riesgo a todo aquello que aumenta la probabilidad de que

una persona desarrolle el padecimiento. A pesar de que los factores de riesgo

influyen en el desarrollo del cancer, la mayoria de estos factores no provoca cancer

de manera directa, debido a que en ocasiones personas que presentan varios

factores de riesgo no desarrollan cancer y personas sin factores de riesgo si lo
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hacen [8]. La siguiente informacion se obtuvo de las péaginas de la Sociedad

Americana de Cancer y Oncologia [15].

Tabaco: El consumo de tabaco, incluidos cigarrillos, cigarros, pipas, tabaco de
mascar, marihuana y rapé es el factor de riesgo mas importante para desarrollar
cancer de cabeza y cuello. EI 85 % de los casos de cancer de cabezay cuello estan
ligados al consumo de tabaco. Asimismo, los fumadores pasivos también tienen un
mayor riesgo.

Alcohol: El consumo frecuente y abundante de alcohol aumenta el riesgo de cancer
laringeo e hipofaringeo. El consumo combinado de alcohol y tabaco aumenta aun
mas este riesgo.

Otros factores que pueden aumentar el riesgo de que una persona desarrolle cancer
laringeo e hipofaringeo incluyen:

Sexo: Los hombres son de 4 a 5 veces méas propensos a desarrollar cancer laringeo
e hipofaringeo que las mujeres.

Edad: Las personas de méas de 55 afios tienen un mayor riesgo, aungue las
personas mas jévenes también pueden desarrollar estos tipos de cancer.

Raza: En E.U.A. Las personas de raza negras y blancas tienen mas probabilidades
de desarrollar cancer laringeo e hipofaringeo en comparaciéon con la poblacion de
origen asiatico e hispano.

Inhalantes ocupacionales: La exposicidon al asbesto, el aserrin, los vapores de

pintura y ciertos productos quimicos pueden aumentar el riesgo de desarrollar
cancer laringeo e hipofaringeo.

Nutricién deficiente: Una dieta baja en vitaminas A y E puede elevar el riesgo que

tiene una persona de desarrollar cancer laringeo e hipofaringeo. Los alimentos ricos
en estas vitaminas pueden ayudar a prevenir la enfermedad, incluidas las frutas y
verduras frescas.

Sindrome de Plummer-Vinson: Esta afeccién poco frecuente se relaciona con la

deficiencia de hierro y provoca dificultad para tragar. La presencia de esta
enfermedad aumenta el riesgo de cancer hipofaringeo.

Higiene bucal deficiente: No cepillarse los dientes con regularidad o no usar hilo

dental puede aumentar el riesgo de cancer de cabeza y cuello. Se recomienda
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realizar chequeos dentales dos veces al afio para todas las personas que corren el
riesgo de estos tipos de cancer, aunque dos veces al afio deberia ser minimo para
una persona saludable.

Enfermedad del reflujo gastroesoféqico: El reflujo crénico de acido estomacal en la

laringe y la faringe se puede asociar con el cancer laringeo e hipofaringeo. Sin
embargo, no se ha demostrado ninguna relacion causal especifica. Esto se puede

asociar o no con sintomas de acidez estomacal.

1.5 Signos y Sintomas

Las primeras valoraciones para averiguar si el paciente tiene cancer son:
inflamacion o una herida que no sana es el sintoma mas comun, un cumulo rojo o
blanco en el interior de la boca, una protuberancia en la cabeza o cuello con o sin
dolor, dolor de garganta persistente, olor fétido en boca independientemente del
aseo, ronquera o cambio del tono de voz, obstruccion nasal o congestion nasal
persistente, sangrado nasal frecuente o descarga de moco inusual, dificultad para
respirar, vision doble, adormecimiento o debilidad de la parte de la cabeza o cuello,
dificultad o dolor al masticar, deglutir o al mover la lengua o la quijada, perdida de
dientes, fatiga y dolor o infeccién de oido. Ya que los sintomas se identificaron el
meédico debe mandar a hacer alguna o varias de las siguientes pruebas diagndsticas

[16].

1.6 Diagnd@stico

Los siguientes estudios pueden realizarse uno o un conjunto de ellos para
diagnosticar cancer de cabeza o cuello: examen de orina, examen fisico de la
sangre (biometria hematica), endoscopia, biopsia, prueba molecular del tumor,
rayos X mientras se deglute una solucién de Bario, radiografia panoramica,
ultrasonido, tomografia computarizada, imagenologia por resonancia magnética,
escaneo de huesos, tomografia de emision de positron.

El diagnostico del cancer debe comprender dos grandes grupos entre los que se
encuentran los pacientes infectados por Papilomavirus y pacientes que consumen

tabaco y alcohol. Los pacientes que desarrollan este carcinoma se infectan con
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frecuencia con el subtipo HPV-16 (Human Papiloma Virus) y en particular, jovenes
infectados con HPV desarrollan este carcinoma dentro del tejido linfoide asociado

del epitelio de la amigdala o base de la lengua aun siendo no fumadores [17] .

1.7 Terapéutica contra el cancer

Los tratamientos involucran: terapia con radiacion, terapia dirigida a un tipo de
tumor en especifico, inmunoterapia, quimioprevencion, terapia fotodinamica y
cuidados paliativos. Cuando un grupo de médicos planean un tratamiento, tienen
que considerar como el plan terapéutico afecta la calidad de vida del paciente
incluyendo cémo la persona siente, su apariencia, la forma de hablar, comer y
respirar. El cancer de laringe e hipofaringe y sus tratamientos pueden impactar en
estas funciones

significativamente. De los tratamientos previamente mencionados tres son los
principales: terapia con radiacion, cirugia y quimioterapia. Uno o la combinacion de
estas terapias son usadas para el tratamiento del cancer. Cirugia y radiacion son
las més comunes. Existen algunos inconvenientes en las terapias. Antes del uso de
radiacion las piezas dentales dafiadas deben de ser removidas debido a que seran
afectadas. La radiacion puede causar inflamacion y heridas, la voz y la deglucion se
ven afectadas, el tipo de radiacidon mas usada es llamada terapia de radiacion con
rayos externos, aunque también se usan implantes de brachiterapia. La
quimioterapia implica via intravenosa de un farmaco o una mezcla, al mismo tiempo
siguiendo un régimen de ciclos en un periodo de tiempo. Sus efectos adversos
incluyen fatiga, vomito, caida del cabello, nausea, pérdida de apetito, diarrea, boca
seca y pérdida de la capacidad auditiva. Existen varios procedimientos:
laringectomia parcial de supraglotis, cuerdas vocales, hemilaringectomia vertical,
laringectomia total, laringofaringectomia, diseccion de nédulos linfaticos cercanos
al cuello, cirugia laser y traqueostomia. Todos estos procedimientos implican una

reconstruccion después de la cirugia [18].
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1.8 Prevencion

Diferentes tipos de factores producen diferentes tipos de cancer. Los investigadores
contintan estudiando los factores que provocan estos tipos de cancer. Si bien no
existe una forma comprobada de prevenir por completo esta enfermedad, tal vez
pueda reducir el riesgo. Interrumpir el consumo de productos derivados del tabaco
es lo mas importante que una persona puede hacer, incluso las que fuman desde
hace muchos afios [15]. Evitar la exposicion al humo también es importante.
Ademas, beber alcohol aumenta el riesgo. Incluso las personas que beben
pequefias cantidades (1 bebida por dia) tienen un riesgo mayor de desarrollar

cancer.

1.9 Genética y epigenética del carcinoma de células escamosas

A pesar de la naturaleza inmunosuprimida del cancer oral diversos investigadores
se han abocado en la busqueda de marcadores biolégicos con el fin de establecer
un diagnéstico temprano y evitar la elevada morbilidad de esta enfermedad. El
escenario no es sencillo debido a que se ha encontrado un amplio espectro de
cambios cromosomales, mutaciones en la copia del ADN, mutaciones somaticas y
metilaciones de los promotores.

Se sabe que el cancer de células escamosas (CCE) tiene mayor cambio en genes
en pacientes no infectados por HPV que los que si fueron infectados por este virus.
Dentro de los cambios cromosomales detectados se registran pérdidas, ganancias,
co-amplificaciones amplificaciones y deleciones de material genético [19].

En estudios realizados de secuencia de genoma completo se encontraron
mutaciones somaticas en los genes TP53 (Proteina -de Tumor -p53), CDKN2A
(inhibidor de la ciclina dependiente de cinasa 2A), PTEN (Homologo a la fosfatasa
y la tensina) , PISKCA (subunidad catalitica alfa de fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato 3-
cinasa) y HRAS (HRas proto-oncogen, GTPase) [20, 21] y mutaciones en las
proteinas involucradas en la via de sefializacion de NOTCH, observando que
tumores de HPV-negativos presentan mas mutaciones que tumores HPV-positivos.

Por otra parte, las mutaciones se han identificado con mas frecuencia en tumores

13



de fumadores comparado con los no fumadores en ambos HPV-positivo y HPV-
negativo.

Las mutaciones somaticas que se han identificado con mas frecuencia son las que
estan involucradas con genes los supresores de tumores como TP53 y CDNK2A.
Las mutaciones de TP53, involucran al gene p53 muy presente en HPV-negativos,
lo que ocasiona la inactivacion o pérdida de funcion. Mutaciones en TP53 son
mutaciones disruptivas que han estado asociadas con una baja prognosis y
resistencia a la terapia [22]. Por otra parte, el gen CDKNZ2A codifica para la proteina
p16 que regula el progreso del ciclo celular bloqueando la activad de CCND1 (gene
gue codifica para la ciclina D1) y de las cinasas dependientes de ciclina (CDK4 y
CDK®6) que fosforilan e inactivan al supresor de tumores RB1. CDNK2A puede
irrumpirse por mutaciones somaticas, delecion o hipermetilacion del promotor [23].
La sobrexpresion de ciclina D1 y amplificacién de CCND1 estan asociados con una
pobre prognosis y resistencia a terapias, aun en las que se incluyen inhibidores del
receptor del factor de crecimiento epidermal (EGFR).

Se han detectado alteraciones gendémicas en diversas vias sefializacion entre las
que incluyen fosfatidilinositolfosfato 3-cinasa (PI3K), factor de crecimiento
fibroblastico (FGF), receptor al factor de crecimiento epidermal (EGFR) y RAS [24-
27]. Frecuentemente esta mutado y amplificado el gene PIK3CA, que codifica para
la subunidad p110-a la enzima PI3K se presenta en un 37% en CCE y mas en
tumores HPV-positivos. Otros de los componentes que esta comunmente alterado
es PTEN con mutaciones o pérdida de copias del gene. Cuando el receptor al factor
de crecimiento epidermal se expresa en altos niveles, est4 asociado a una baja
prognosis [28].

En contraste con genética, los estudios de epigenética sugieren las modificaciones
del genoma mas frecuentes son metilaciones aberrantes y las modificaciones
menos estudiadas son la modificacion de histonas y la expresion alterada de
MIiRNAS. En la Tabla 1 se presentan los genes con mas metilaciones aberrantes
detectadas y con las cuales se podria identificar biomarcadores del avance del

cancer en células escamosas de cancer oral (OSCC) [29].
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Tabla 1 Genes con aberracion epigenética de metilacion en cancer oral

Funcién y consecuencia de la

Gen e Referencia
modificacion
APC Gen supresor de tumores activa
(adenomtous polyposis indirectamente WNT, 1 B-catenina, [30, 31]
coli) 1division celular
Survinin/BIRC5 )
S Generalmente metilado, en OSCC
(baculo viral inhibidor de . o ]
) . hipometilacién que causas mas [32-34]
apoptosis contiene a la . ]
] letalidad en el cancer
proteina 5)
Proteina de adhesion,
E-cadherina al hipermetilarce en gen o region
, - [30, 35-37]
(CDH cadenina 1) promotora se reduce su expresion y
aumenta la invasion
Gen reparador de aductos de guanina,
MGMT . L .
) hipermetilacion de su region promotora [38-40]
(metil transferasa) o .
inhibe expresion
MLH1 Gen reparador de material genético mal
empalado, hipermetilacion de su region [41-43]
(mutL Homologo 1) o y
promotora inhibe expresion
Gen supresor de tumores,
p 14 ARF hipermetilacion resulta en perdida de [44, 45]
funcion de p53, induciendo proliferacion
Gen supresor de tumores, inhibe ciclo
p 15 NK4A celular, hipermetilacién promueve [45, 46]
division celular
Gen supresor de tumores, inhibe ciclo
p 16 'NK4A celular, hipermetilacién promueve [47-49]
division celular
Miembro de receptores asociados con
RARB [50, 51]

factores nucleares, ligan hormonas
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(receptor B de acido tiroideas, hipermetilacion aberrante

retonico) promueve OSCC

Gen supresor de tumores y regulador
RASSF _ _ y
N o de ciclo celular, apoptosis y formacion [25, 39, 43,
(familia 2 de dominios . ] _ P
' de microtubulos, hipermetilacion inhibe 52]
asociados a RAS) .
funciones

1.10 Sistemainmune y cancer

Muchos estudios han identificado que existe disfuncion de células del sistema
inmune con el microambiente de los tumores, lo que provoca la evasion de la
respuesta inmune, reconocimiento y eliminacion. De igual manera, se presentan
diversas alteraciones que pueden ser cualitativas o cuantitativas tanto en la
poblacién de células inmunes, como en la regulacion de los puntos de control
inmune, o bien, por defectos en la presentacién de antigenos, que junto con los
factores microambientales como la secrecion de citocinas que altera el equilibrio en
la matriz extra celular, creando un efecto enmascarante por la inmunosupresion
permitiendo la evasion de tumor de la vigilancia inmunolégica. Las células tumorales
con frecuencia tienen reducida expresion del antigeno de leucocitario humano clase
| (HLA) y en la maquinaria de presentacion de antigenos [53]. En los tumores se
presenta un amplio espectro de respuestas desde la ausencia de células inmunes
hasta la presencia de células inmunes, pero con funciones desacopladas como las
células asesinas (NKC). Pueden estar acompafiados por la presencia de células
inmunosupresoras entre la que se incluyen las células T, macrofagos, células
supresoras derivadas mieloide. Citocinas inmunosupresoras producidas por células
tumorales y poblaciones de células inmunosupresoras como VEGF, TGF, IL-6, IL-
10, GM-CSF ejercen efectos inmunosupresores locales y sistémicos. Ademas,
factores microambientales incluyendo hipoxia, vascularidad anormal, vascularidad
linfatica afectada y una alta presion intersticial puede influir en la liberacion de
citocinas, trafico y funcion de células inmunes. [54].

La presencia de infiltrados de linfocitos esta generalmente asociada con mejoria en
la prognosis, las diferencias han sido reportadas de acuerdo a subsitios anatémicos
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entre el compartimiento de cabeza y cuello y significativamente en HPV-positivos
comparados con HPV-negativos.

El cancer de células escamosas que surge del epitelio escamoso, se disemina
facilmente al tejido linfatico de las amigdalas y en la base de lengua y tiende a tener
un alto numero de células inmunes infiltradas en el tumor y estroma comparado con

otros subsitios [55].

1.11 Clasificacién celular del cancer de hipofaringe.

Casi todos los tipos de céancer de hipofaringe son de origen epitelial,
predominantemente carcinomas de células escamosas (CCE, es decir,
epidermoide), y pueden estar precedidos de varias lesiones precancerosas [56, 57].
Entre los tipos de carcinomas de hipofaringe que son poco comunes se incluyen los
siguientes:

Carcinomas basaloides de células escamosas.

Carcinomas de células fusiformes (es decir, sarcomatoides).

Carcinomas microciticos.

Carcinomas no diferenciados de tipo nasofaringeo (es decir, linfoepiteliomas).
Carcinoma de las glandulas salivales menores.

Los tumores no epiteliales como los linfomas, los sarcomas y los melanomas, exigen
consideracion especial y, por lo tanto, no se incluyen en el presente trabajo. [58-60]
Por lo general, los CCE invasivos tienen una diferenciacion moderada o precaria y,
de forma invariable, presentan una tincibn positiva para la queratina. Con

frecuencia, se observa carcinoma in situ adyacente al CCE invasivo. [61]

1.12 Clasificacion clinica

En un ambito mas hospitalario los médicos se ayudan del sistema TNM [62] para
diagnosticar al paciente, respondiendo las siguientes preguntas: ¢Qué tan grande
es el Tumor y dénde se localiza?, si el tumor se ha esparcido a Nodulos linfaticos,
¢ddénde? y ¢ qué tanto?, y si el cancer presenta Metastasis ¢ qué tanto? Resolviendo

estas preguntas se puede asignar un estadio o etapa al cancer.
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En el sistema TNM, cada letra recibe un término y clasificacion de acuerdo a sus
caracteristicas. Por parte de los nddulos linfaticos, que son tejidos blandos en forma
de frijol que ayudan a pelear contra el cancer, cuando el cancer se ha diseminado
a un nodulo linfatico y en tejido aledafio es llamado extension extranodal (ENE),
esta caracteristica es importante en la evaluacién de los nédulos linfaticos en cancer
hipofaringeo. La M en el sistema TNM indica si el cancer se ha esparcido a otra
parte del cuerpo distante llamado metastasis.

Los doctores asignan un valor en el cancer hipofaringeo combinando las
clasificaciones T, Ny M y establecen qué tipo de estadio tiene el cancer del paciente.
El cancer puede ser recurrente, en otras palabras, después de un tratamiento para
cancer, este regresa, se necesita volver a evaluarlo.

Los doctores describen los tipos de cancer por grados, mencionando qué tanto es
que las células cancerigenas se parecen a células sanas debajo del microscopio.
El doctor compara un tejido sano con un tejido cancerigeno. El tejido sano
comunmente contiene diferentes tipos de células agrupadas. El grado del cancer
puede predecir que tan rapido el cancer se esparcird. En la tabla 2 se esquematiza
las posibles combinaciones del sistema TNM.

Tabla 2 Sistema TNM para clasificacién clinica de cancer

X is/0 1 2 3 4

Carcinoma Tumor

N (nédulos)

o enunasola | Tumorde 2 | Tumorde 2a4 | Tumor mayor a | esparcido

£ No evaluable

=) capa de cm cm 4cm en zonas

= tejido aledafas
Nodulo

. Nodulo linfatico | Nodulo linfatico
No hay linfatico
’ afectado con afectado con
No evaluable | céancer en afectado -
’ tumorde 3a 6 tumor mayor
noédulos con tumor
cm de 6 cmy ENE
de 3cm
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D El cancer
5 No se ha
s ' - se ha - - -
© | esparcido .
3 esparcido
-_g _ _ T1-3 NO-3 MO- | T1-4 NO-3
@ Tis NO MO TisSNOMO | TINOMO & T1-3 NO-2 MO
@ 1 MO-1
w
Ceélulas ] ] Celulas
Células con Células que
o con . o con
B No evaluable - diferenciacion | muestran poca
5 aspecto . o aspecto no
moderada diferenciacion
sano sano

1.13 Proteinas celulares y su relacién con el cancer

Muchas proteinas celulares estan reguladas por la adicién o remocién de grupos
fosfatos en un evento denominado ciclo de fosforilacién/ defosforilacion y a la fecha
los mecanismos de catalisis de las enzimas involucradas en este proceso, han sido
ampliamente estudiados, por su papel clave en la activacion de vias de sefializacion.
En estudios realizados en diferentes tumores mostraron evidencias de que estas
enzimas se encuentran mutadas, lo que afecta el funcionamiento adecuado de las
cascadas de transduccién de sefiales, lo que conduce a un crecimiento celular
descontrolado y comportamiento maligno [63, 64]. Por tanto, el descubrimiento de
inhibidores que regulen el funcionamiento de las enzimas cinasas que son las
responsables de la fosforilacion en las células y en patrticular, en células tumorales,
se ha convertido en el principal foco de investigacion de un gran numero de

comparniias farmacéuticas y de laboratorios de investigacion basica.

1.14 Proteinas cinasa

Las proteinas cinasas representan un amplio grupo de enzimas relacionadas
estructural y evolutivamente conservadas, que catalizan la fosforilacién en residuos
de serina/treonina y tirosina de diversos sustratos. Estos aminoacidos
hidroxifenolicos se encuentran ubicados en una secuencia consenso de

reconocimiento de aminoécidos tipicos en las proteinas cinasas. Con un grupo de
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518 miembros de kinoma que es la suma de todos los genes que codifican para
cinasas constituyen el 2% del genoma humano [65]. Estas proteinas se descubrieron
en 1959, con el aislamiento de la primera cinasa serina/treonina del masculo y veinte
afos después se caracterizo la fosforilacion de proteinas en residuos de tirosina.
Las cinasas muestran un amplio espectro de caracteristicas con una gran diversidad
en tamafno, especificidad por sustrato, mecanismo de activacion, regulacion,
composicion por subunidades, localizacion subcelular y todas comparten una region
catalitica altamente conservada. El kinoma las organiza de la siguiente manera [65]:

I.  TK (tirosina cinasas)

II. TKL (parecidas a tirosina cinasas)

lll.  STE (STE20, STE11,y STE7)

IV. CK1 (caseina cinasa 1)

V. AGC (relacionadas a proteina cinasa A, proteina cinasa G y proteina cinasa

C)

VI. CAMK (Ca 2+/cinasas dependientes de calmodulina)

VIl.  CMGC (relacionadas con Cdk, MAPK, GSK, y parecidas a la Cdk)
VIIl.  RGC (receptor guanilil ciclasa)

Por otra parte, las fosfatasas son enzimas que revierten el estado de fosforilacion
de las proteinas. A la fecha se han caracterizado aproximadamente 226 [66]. El
proceso de fosforilacién/defosforilacion es complejo y una fosfatasa puede de
manera simultdnea actuar sobre mdultiples sustratos y varias vias de sefializacion.
El concepto de fosforilacién de proteinas de manera reversible fue desarrollado por
investigadores de la Universidad de Washington, E. Fischer y E.G. Krebs, con la
elucidacion del control hormonal de la glucogendlisis [67], con estos hallazgos
obtuvieron el Premio Nobel en Medicina en 1992.

Algunos de los sustratos de las proteinas cinasas han sido ampliamente
caracterizados como la proteina supresora de tumores p53, que es blanco de mas
de 30 diferentes proteinas cinasas y se fosforila en mas de 20 sitios. La serina en
posicion 15 es fosforilada por mas de ocho diferentes proteinas cinasa [68, 69]. La
caracterizacion del blanco especifico de las proteinas cinasas ha sido resultado del

trabajo de un gran nimero de laboratorios de investigacion en el mundo, un aspecto
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de gran impacto es que los cambios en el estado de fosforilacién de una proteina
afectan su funcién de manera instantanea sin que la proteina -presente alteraciones
de tipo genético, por este motivo el equilibrio fosforilacién/desfosforilacion es de

gran importancia en la homeostasis celular.

1.15 Blancos contra el cancer

En el 2017 se publico que un total de 150 farmacos han sido aprobados por la FDA
(Food and drugs administration), donde 61 de estos farmacos son de efecto
citotoxico y 89 de ellos tienen un blanco en especifico en las células, de estos
altimos los blancos mas destacados son las- tirosina cinasas seguidas de
receptores transmembranales, receptores nucleares dependientes de un ligando y
las serinal/treonina cinasas [70]. Las serina/treonina cinasas ocupan un blanco
peculiar de accion puesto que muchas de ellas ejercen un efecto proliferativo en las
células, las vias de sefializacion estan en funcion de estas serina/treonina cinasas.
Las vias de sefializacion de mayor estudio son: AKT/PI3K , Wnt, y los marcadores
de la transicion epitelial a mesenquimal (EMT). La primera via de sefalizacion se
ilustra en esta seccion pues es el blanco de estudio de esta investigacion.

1.16 Sefalizacion intracelular de la proliferacion

Se sabe que el crecimiento, proliferacién y supervivencia celular esta mediado por
factores de crecimiento, los cuales, al ser encontrados por su receptor en la
superficie externa de la célula, promueve una respuesta intracelular que
dependientemente del ligando promovera el crecimiento y la proliferacion. Una vez

que el factor de crecimiento se ha unido a su receptor que puede ser un receptor
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tirosina cinasa (RTK) o un receptor acoplado a proteinas G, se transduce como un

estimulo interno permitiendo que PI3K haga su funcién Fig. 6 [71].
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Fig. 6 Funcion de PI3K. PI3K una vez activada se encarga de fosforilar el grupo
inositol en la posicion 3 obteniendo fosfatidilinositol 3,4,5 trifosfato. Fuente:

[72].

1.17 Via de sefializacion PI3K/Akt.

PI3K es una enzima con actividad de cinasa, que afiade un grupo fosfato al inositol,
el producto de PI3K es el fosfatidilinositol 3,4,5 trifosfato (PIP3) como se observa en
la figura 6. Se han identificado 3 clases de PI3K [72]. Todas las clases comparten el
dominio catalitico p110, el dominio C2 de union a la membrana interna y un dominio
de unidn entre estos dos. La clase | se divide en 2 grupos IA y IB. El primer grupo
IA usa como sustrato fosfatidilinositol 4,5 bifosfato (PIP2) y también tiene asociado
con un dominio SH2 y una subunidad regulatoria p85 alfa, p85 beta, p55 gama y
p55 alfa. La clase IB es un complejo con una subunidad regulatoria p101 o p87 con
un dominio SH2 con diferente distribucion tisular. Cabe sefialar que los dominios
SH2 son afines a receptores fosforilados (RTKs). Como se puede observar en la
figura 7 PI3SK puede asociarse con proteinas chaperonas de la familia RAS, pero no
es la Unica, varias proteinas se unen a RAS en un manera dependiente de GTP, se
ha demostrado la activaciéon de PI3K independiente de RTKs. Hay mas de una

forma en que PI3K puede ser reclutada a la membrana celular por medio del
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sustrato del receptor de insulina (IRS), las proteinas de la familia RAS , mediante la
activacion de receptores asociados a proteinas G en especifico la clase IB y también
independientemente de otras proteinas se puede asociar a los RTK (Fig. 7), en
especifico la clase IA, cuando el receptor RTK se une a su ligando se fosforila la
cola citoplasmética y enseguida se recluta p85-p110 al receptor mediante del
dominio SH2. PI3K se vuelve activa por dos razones: la subunidad p110 esta cerca
de su sustrato lipidico en la membrana y la interaccion RTK-p85 produce un cambio
estructural dejando al dominio catalitico sin la inhibicion del dominio regulador. Por
otra parte, PI3K de clase Il carece de unidad regulatoria, pero tiene como sustrato
fosfatidil inositol fosfato (PIP) por lo general en posicién 4. La clase lll tiene la
actividad ortéloga con las levaduras Vps34p, la cual es fosforilar fosfatidil inositol

Ccomo sustrato.

OOOOOO0
=

’%%2%;:5 O 5 © .4 ;\-}

o /_\ =l b
fap ) 1 FIRS1/2] C_. (Bl f"‘“’ (ax t'H‘ 4
sl M P ™ =18
g | Noed A2 = = 8
e - 3

i

L

-1 pP110
PES | g B.8)

(e |52

£

PI3K

Fig. 7 Activacion de PI3K. PI3K puede ser activada mediante la interaccion
con sustratos del receptor de insulina (IRS), proteinas acopladoras (RAS GRB
y GAB) o por union directamente con el receptor (RTK). Fuente: [72].
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1.18 PTEN al rescate.
Desde la década de los 80s se observaba que pérdidas completas o parciales del

cromosoma 10 provocaban cancer de cerebro, vejiga y prostata. Hasta que en 1997
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se identific6 un gen supresor de tumores en el locus 10g23. Ese mismo afio se
identifico el homologo de la fosfatasa y la tensina por sus siglas en inglés PTEN
(phosphatase and tensin homologue). Enseguida generaciones de ratones knockout
confirmaron que PTEN es un supresor de tumores en mdltiples tejidos; a su vez
revelando que la funcién de PTEN es de herencia haploinsuficiente, es decir si muta
alguno de los alelos de PTEN, la expresion de y actividad de PTEN no es suficiente
para lograr su funcion fisiologica. [28]

Se ha demostrado en ratones knock out que en el fenotipo cancerigeno se observa;
en presencia de la mutaciébn en PTEN y no en SHIP. Otra fosfatasa de menor
importancia llamada SHIP por sus siglas es la fosfatasa con dominio SH2 que actua

en la posicion 5°del inositol.

Se sabe que la principal funcion de PTEN es defosforilar el fosfatinilinositol 3,4,5
trifosfato (PIP3) con afinidad especifica por el fosfato del anillo inositol en la posicion
D3. El PIP3 es un potente activador de la cinasa dependiente de 3 fosfoinositil

(PDK) y de PKB o AKT. Esta ultima estimula el crecimiento y supervivencia celular.
[73]

Los sustratos de la fosfatasa PTEN (Fig. 8) pueden ser dos: polipéptidos vy
fosfoinositol. PTEN consiste en 403 aminoacidos con 5 dominios diferentes: PBD
dominio de unién a PIP2 (C1-15), Dominio catalitico de fosfatasa (16-185), dominio
C2 le da estructura a la proteina permitiendo que la proteina sea reclutada a las
membranas, con 8 betas plegadas en coordinacién con iones Ca*?, forman
cavidades afines a la superficie de la membrana (186-351), cola C terminal unida e
un dominio PDZ (postsynaptic density protein, disc large, zone occludens-1) para

interaccion con otras proteinas, reclutandolas en la membrana celular internamente.

PBD B PDZ-BD
PTEN | (} Phosphatase C2 (K C-tail m
I

| I ) I
1 15 185 351 401 403

Fig. 8 PTEN. Estructura de PTEN. Fuente: [28]..
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1.19 Cascada abajo de PIPs: AKT
En 1991 tres laboratorios independientes caracterizaron y clonaron el homélogo
celular de v-AKT una Serina/ Treonina cinasa de 57 kDa; también denominada
proteina cinasa B (PKB) que inicialmente se caracteriz6 como oncogen nombrado
por el retrovirus (acute transformant retrovirus) (Akt-B), se obtuvo del raton que
presentaba linfoma de células T y afios mas tarde se caracterizd6 el gen que
codificaba para un proteina con actividad de cinasa. A la fecha se han identificado
tres isoformas de Akt denominadas como AKT1 (PKBa), AKT2 (PKB B) y AKT3
(PKBY), provenientes de tres genes distintos que se localizan en los cromosomas
14932, 19913, and 1944, respectivamente [74].

La activacion de la proteina Akt juega un papel importante en el crecimiento/tamafio
celular, proliferacion, supervivencia, metabolismo de glucosa, estabilidad genémica
y neovascularizacién. Diversas investigaciones sefialan que AKT esté activa en una
amplia variedad de tumores sélidos de origen humano y de igual manera puede
promover el desarrollo de neoplasia malignas [75]. La organizacion estructural de
esta enzima consiste en un domino de homologia a la plectrina (PH) el cual esta
altamente conservado, un dominio catalitico con actividad de cinasa (KD) y un

domino regulatorio (RD) ubicado en el carboxilo terminal (Fig. 9).

PDK1 mMTORC2
©» T308 © 5473
< T309 @ 5474
« T305 Q@ 5472

Fig 9. Estructura de las tres isoformas de AKT/PKB. AKT también llamada
PKB tiene 3 isoformas y cada una puede ser fosforilada en sitios especificos
por la cinasa PDK1 y el complejo mTORC2. Fuente: [76]
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La activacién de AKT esté regulada por PI3K, de la integridad del dominio PH que
es el sitio de anclaje con la membrana células y de la fosforilacion en la Thr 308 por
PDK y Ser 473 por mTORC2 siendo esta ultima fosforilacion la que activa

completamente a AKT (Fig. 10).

Plasma membrane

Fig. 10 PIBK/AKT. Fuente: [74]. AKT se recluta cuando PI3K hace su funcion,

permitiendo que AKT sea fosforilada para su activacion.

La inactivacion de AKT estd mediada por dos fosfatasas: PP2A la proteina fosfatasa
2A que defosforila el sitio T308 y PHLPP la proteina fosfatasa con dominio PH y
muchas repeticiones de leucina que defosforila S473. Estos son los mecanismos
méas comunes de inactivar AKT pero existen otras formas de modulacién negativa,
por ejemplo, la proteina CTMP (proteina moduladora carboxi-terminal), y HSP90

(proteina 90 head-shock) previenen las fosforilaciones de AKT [74].

1.20 Efectos de AKT

AKT tiene multiples efectos reportados, a continuacién se mencionaran los efectos
mas relevantes [74] y se presentan en la figura 11. El efecto proinflamatorio y de
supervivencia es debido a que AKT fosforila y activa a IKK (IkB Kinase) el cual
induce la degradacion del inhibidor de NF-kB (factor nuclear Kappa B). El factor NF-
KB promueve la inflamacion permitiendo que se transcriban genes de la respuesta

inflamatoria como interleucinas proinflamatorias.
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Efecto proreplicativo o proliferativo. El ciclo celular esta regulado por ciclinas
dependientes de cinasas (CDKSs), ciclinas y de inhibidores del complejo CDK/ciclina.
AKT previene la degradacion de la ciclina CD1 al inhibir a GSK3 la cinasa
sintetizadora de glucogeno, que normalmente fosforila a CD1, que es un requisito
para su degradacion por el proteosoma. De hecho, si bloquea la via PI3K/AKT,
causas paro del ciclo celular. El efecto sobre GSK3 es tan importante que se ha

reportado que es uno de los principales efectos de AKT [77].

La GSK3 fosforila predominantemente proteinas previamente fosforiladas, ya que
la proteina tiene un bolsillo que detecta un grupo fosfato. El fosfato que afiade AKT
en GSK3 crea un pseudosustrato, impidiendo que el bolsillo sea llenado con el
fosfato proveniente de otra proteina. En ausencia de sefiales GSK3 esta activa, la
fosforilacion de los blancos de GSK3 encargados de la limitacion de la supervivencia
celular o proliferacion. Los productos fosforilados de GSK3 son reconocibles por la
ligasa de ubiquitina que afiade una sefial para que posteriormente se degrade en el
proteosoma. Algunos otros ejemplos de blancos de GSK3 son: BCL-2 y c-Myc.
GSKa3 tiene tal efecto en la célula que ratones knock out carentes de AKT no pueden

sintetizar glucégeno en el masculo [74].

AKT tiene un efecto anti-apoptético al mediar el control negativo o inhibitorio de los
niveles de p53 al unirse a MDM2, proteina que promueve la degradacion de p53.
P53 activa la transcripcion de genes asociados al control del ciclo celular y
asociados a apoptosis y al inhibir su efecto permite que la célula siga viva y

promoviendo el ciclo celular.

Otro efecto anti-apoptético que impacta en la célula de manera contundente es que
AKT fosforila los factores de transcripcion FoXO, los cuales controlan un diverso
grupo de genes que responden ante la adaptacion y estimulos de insulina bajos.
Cuando AKT fosforila a FOXO permite que sea éste reconocido por proteinas 14-3-
3, lo cual promueve que el complejo sea secuestrado en el citosol. De esta manera
AKT suprime la expresion de los blancos de FoXO, cuyas funciones son
proapototicas, paran el ciclo celular, inhiben el catabolismo y crecimiento y

promueve cambios metabdlicos en tejidos especificos [78].
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Por otra parte, AKT también activa el complejo proteina cinasa mTORC1, que
estimula procesos de biosintesis promoviendo el crecimiento celular. AKT
solamente tiene que fosforilar e inhibir TSC2 (complejo de esclerosis tuberosa),
también conocido como tuberina. La proteina llamada Rheb que se encuentre en
la cara citoplasmatica del lisosoma, con actividad de GTPasa y puede presentar dos
formas: GDP y GTP. TSC2 es afin a la forma GDP de la proteina Rheb
secuestrandola, y al fosforilar AKT a TSC2 la inhibe, permitiendo la liberacion de
Rheb para cambiar a la forma GTP, la cual es afin al complejo mTORC1. En
ausencia de factores de crecimiento, el complejo TSC mantiene secuestrado y en
estado GDP a Rheb incapaz de unirse a mTORC1 [79].

La actividad de mTORC1 promueve la sintesis de proteinas, lipidos y nucleétidos,
catalogado como un proceso anabdlico. EI complejo mTORCL1 suprime el estimulo
de AKT, promoviendo la degradacion de IRS1 y 2 por multiples fosforilaciones en
residuos de serina. También fosforila y activa a GRB10 (proteina 10 del receptor de
factores de crecimiento) que inhibe la sefalizacibn de RTKs, estabilizando el

receptor, atenuando la sefal [80].
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Fig. 11 Funciones de AKT hasta el 2002. AKT actua fosforilando y activando a
MDM2 que inhibe a P53 promoviendo el ciclo celular, fosforila y activa el
complejo mTOR promoviendo el crecimiento celular, fosforila e inhibe a GSK3
B lo que promueve el ciclo celular, fosforila al factor NF kB lo cual evita la
apoptosis, fosforila e inhibe al factor Fork Head actuando en su receptor FKHR
evitando la apoptosis, fosforila e inhibe la proteina proapoptética BAD
evitando la apoptosis entre muchos otros efectos.Fuente: [72].

1.21 Investigacion cientifica vs cancer

Sin duda alguna el origen del cancer es multietiologico y entre los factores
involucrados se encuentran la prolongada estimulacién con hormonas (estrogenos
en cancer de mama y andrégenos en cancer de proéstata), infeccion por virus,
carcinégenos quimicos, radiacion, inflamacion persistente, eventos genéticos
adquiridos o innatos y aneuploidias. De igual manera, el cancer se considera como

una afeccion genética en la que participan oncogenes que se activan como
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resultados de procesos de amplificacion o por mutaciones de tipo puntual o bien
aberraciones cromosdmicas que alteran la expresion y funcionamiento de
oncogenes y proteinas supresoras de tumores. Todas estas alteraciones derivan en
un sin nimero de modificaciones en vias de transduccion de sefales, en particular,
las proteinas cinasas que resultan sobre expresadas o bien muestran una pérdida
en los mecanismos de regulacién. Cuando las mutaciones somaticas ocurren en
residuos conservados o se presentan en puntos de acceso debido a que de manera
constitutiva sobre-regulan la actividad de la proteina cinasa [81]. Finalmente, la
inestabilidad genética refleja una elevada actividad de las proteinas cinasas
aumentando de esta manera el funcionamiento de las vias de sefalizacion y
activando diferentes mecanismos. Por otra parte, defectos en las vias de vigilancia
que contribuyen a mantener la integridad gendmica puede ocasionar
amplificaciones en diferentes regiones cromosomales o producir re-arreglos
cromosomales complejos, que a su vez resultan en defectos en la expresion de
proteinas cinasas y los consecuentes cambios epigenéticos, transcripcionales vy
post-transcripcionales como el empalme alternativo y la expresion miRNA. La idea
de disefar un farmaco magico para la cura del cancer ha variado con el tiempo
debido al amplio espectro de modificaciones que se producen en las células
tumorales, por este motivo el pensamiento ha evolucionado a disefiar terapias que

incluyan el uso de multiples inhibidores de proteinas cinasas [82, 83].

1.22 Productos naturales en la Terapéutica contra el cancer

La busqueda de agentes capaces de combatir el cancer ha sido ampliamente
evaluada en compuestos obtenidos de plantas y esta investigacion se remonta
desde los origenes de la civilizacion y en 1950 se descubrio y desarrollo a partir del
té de vinca los alcaloides vinblastina y vincristina y el aislamiento de podofilotoxinas
citotoxicas [84, 85]. Aproximadamente desde 1940 hasta finales del 2014, se habian
descubierto 175 compuestos no sintéticos de origen vegetal. En 1982 se mostro que
quercetina y polifenoles relacionados inhibian a la proteina caseina-quinasa 2 (CK2)
[86, 87]. Graziani [86] trabajando en su laboratorio de Patologia de la Universidad de

Colorado, encontr6é que la quercetina inhibia la actividad de la fosfotransferasa en
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virus del sarcoma de Rous producto del gene pp60src. Por otra parte, alcaloides
bacterianos como la estaurosporina mostraron actividad contra la proteina cinasa C
en rangos de concentracion nanomolar [88]. Transcurrieron treinta y cinco afos para
mostrar que los bioflavonoides y otros productos naturales regulan la actividad de
un gran numero de cinasas.

Por la importancia de sus efectos en la regulacién de cinasas y en la inhibicion del
crecimiento de tumores, la “Food and Drug Administration” (FDA) aprobé 40 drogas
dirigidas contra proteinas cinasas [89]. Aproximadamente 150 drogas contra
proteinas cinasas estan en fase de prueba clinica y muchos inhibidores especificos
estan en fase pre-clinica para el desarrollo de drogas. Es interesante resaltar que
inhibidores de proteinas cinasas muestran un gran numero de blancos en el kinoma
humano. Por lo tanto, no es sorprendente que inhibidores de cinasas pudieran
afectar otras moléculas de sefializacion relevantes en otras enfermedades.

Desde la antigledad hasta nuestros dias se han utilizado productos naturales en el
ambito de la medicina que se obtienen de plantas, animales y microorganismos. Fue
hasta el siglo XIX que se logro identificar a los ingredientes activos obtenidos de
fuentes naturales entre los que encontraron la morfina, salicina, emetina, estricnina,
colchicina, cafeina, nicotina y cocaina entre otros. Newman [90] estima que 60% de
los farmacos que estan disponibles actualmente derivan de productos naturales. En
la actualidad los inhibidores de proteinas cinasas derivan de diferentes compuestos
entre los que se encuentran los flavonoides, alcaloides, sesquiterpenos, diterpenos
y polifenoles que se obtienen de plantas y vegetales y que muestran actividades
anti-tumorales, en China se prescriben para el tratamiento de la leucemia mieloide.
Por otra parte, el compuesto Danggui Longui Wan es la mezcla de 11 medicinas
herbales y de esta mezcla se caracterizd el compuesto activo contra la leucemia
denominado indirubina [91]. En la actualidad se demostrd que la indirubina y sus
analogos inhiben a las cinasas dependientes de ciclina (CKD), enzimas
responsables de la regulacion del ciclo celular. Sin embargo, un problema de estos
compuestos es su biodisponibilidad debido a su deficiente absorcion, degradacion
o modificaciones estructurales. Es por este motivo que la mezcla de indirubina con

los otros componentes ayudan a aumentar la disponibilidad y solubilidad de otras
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moléculas que inherentemente son insolubles. Entre los efectos més relevantes de
los productos naturales se encuentra la interaccion con moléculas involucradas en
vias de sefalizacion entre las que se encuentran: PI3K/AKT/mMTOR/GSKS,
Ras/Raf/MEK/MAPK/ERK1/2, PL-C/PKC/CaMKII/IV o JNK.

1.23 Estructuray actividad bioldgica de los flavonoides

Los polifenoles son conocidos por sus propiedades anti-oxidantes regulando a las
cinasas por su interaccion con el sitio de fijacién del ATP. Estudios realizados in
silico muestran que la apigenina y luteolina inhiben a la proteina cinasa CK2 delta
gue es una serin/treonina cinasa que participa en la via de sefializacion de AKT [92,
93]. Los flavonoides se clasifican en seis grupos: flavonas, flavonoles, flavanonas,
isoflavonas, chalconas y antocianinas [94]. Presentan un amplio espectro de
actividades antitumorales como inhibicion del crecimiento celular, apoptéticos,
inhibicion de la invasion tumoral y la inhibicién de actividades de proteinas cinasa.
Flavonas se han realizado estudios con apigenina, luteolina y baicaleina.
Apigenina es una flavona presente en el cilantro, cereales y manzanilla. Entre sus
efectos, destaca que inhibe a PI3BK/AKT/mTOR, bloquea también la activacion de

IKKa, y retrasa el progreso del cancer de préstata. [92, 95, 96].
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Fig. 12 Apigenina. Fuente: [97]
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Luteolina: inhibe la proliferacion regulando la via MAPK y mTOR en diversas lineas

celulares [98].

Fig. 13 Luteolina. Fuente: [97]
Baicaleina: presente en Scutellariae radix, la baicaleina regula el ciclo celular
inhibiendo a las ciclinas dependientes de cinasas, también inhibe la produccion de

especies reactivas de oxigeno y a proteinas cinasas entre las que se encuentran

MAPK, AKT y mTOR [99].
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Fig. 14 Baicaleina. Fuente: [97]
Flavonoles: entre los que se encuentran quercetina, kaempferol y fisetina.
Quercetina: esta presente en las manzanas, moras, cebollas rojas, cereza, brocoli
y cilantro. Inhibe cinasas con actividad de serina/treonina, AKT, mTOR, MAPK,

ERKZ1/2, JNK. Lo que sugiere que inhibe a miembros de vias de supervivencia [100].

Fig. 15 Quercetina. Fuente: [97]
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Kaempferol: se encuentra en las manzanas, uvas, tomates, té verde, cebollas y
brécoli. Inhibe la angiogénesis regulando el receptor-2 para VEGF y regulando las
vias PI3K/AKT, MEK y ERK. También inhibe la migracion de células de cancer renal
a través de la regulacion de las vias AKT y FAK [101]. Asi mismo, incrementa la
apoptosis en células HeLa mediante la via PI3BK/AKT y hTERT [102, 103].

Fig. 16 Kaempderol. Fuente: [97]
Fisetina: esta presente en fresas, manzanas, cebollas, caquis y pepinos. Presenta
actividad anti-carcinogénica con efectos en carcinoma de mama mediante la
regulacion de la via PIBK/AKT/mTOR [104]. Inhibe el carcinoma de laringe a través
de la regulacion de AKT/NF-kB/mTOR y ERK 1/2 [105]. Asi mismo, induce apoptosis

en cancer de pulmén a través de la via MAPK [106].

0

Fig. 17 Fisetina. Fuente: [97]
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Flavanonas: entre las que se encuentran naringenina.

Narigenina: presente en los citricos. Muestra citotoxicidad en cancer de mama,
estbmago, higado, cérvico-uterino, pancreas, colon y leucemia. Induce muerte
celular en cancer de prostata mediante la via PI3BK/AKT y MAPK [107]. Ademas
inhibe la proliferacion celular, migracion e invasion en cancer gastrico mediante la

inhibicién de la via AKT [108].

Fig. 18 Narigenina. Fuente: [97]

Flavanonoles: entre los que se encuentran silibinina y Taxifolina

Silibinina: se obtiene de las semillas y frutos de la leche de cardo Silybum
marianum que contiene una mezcla de tres isGmeros estructurales silibinina,
silidianina vy silicristina. La silibinina induce el arresto del ciclo celular en fase Gz,
apoptosis y activa la via JINK/SAP en células de cancer de pancreas [109]. Se ha
demostrado también que el tratamiento combinado con sorafenib y silibinina de
actua de manera sinérgica contra el carcinoma hepatocelular y de células madre
mediante la inhibiciéon de la -fosforilacion de la via STAT3/ERK/AKT [110].

Fig. 19 Silibinina. Fuente: [97]
Taxifolina: es un compuesto presente en las coniferas como el alerce siberiano

Larix sibirica, en Rusia, Pinus roxburghii, Cedrus deodara y en China el tejo, Taxus

35



chinensis var. Mairei inhibe el crecimiento y migracion de osteosarcoma y suprime

la carcinogénesis en células de piel [111, 112].
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Fig. 20 Taxifolina. Fuente: [97]

Isoflavonas entre las que se encuentra la genisteina y daidzeina que se encuentran
en los frijoles y soya.

Genisteina: reduce la activacion de AKT y EGFR y la produccion de IL-6 en células
de colangiocarcinoma -cancer de las vias biliares- dependiente e independiente de
receptores a estrégenos [113]. La inactivacion de AKT, ERK y NFkB por genisteina
reduce la oncogenicidad en carcinoma de ovario[114]. Ademas, se ha demostrado
que la genisteina inhibe el crecimiento y regula la migracion e invasividad en células
de melanoma por la via de FAK/paxilina y la MAPK [115]. Tomando todo en
consideracion, genisteina actlia como un quimioterapéutico contra diferentes tipos
de céncer, alterando la apoptosis, el ciclo celular y angiogénesis e inhibiendo la
metastasis. Los efectos terapéuticos de genisteina resultan de sus acciones sobre
ERK %2, MAPK, NFkB y PISK/AKT.

Fig. 21 Genisteina. Fuente: [97]
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Catequinas o flavanoles:

Epigalocatequina-3-galato se encuentra en alta concentracion en las hojas secas
del té verde, té blanco y té negro. Participa en la inhibicién de la angiogénesis en
cancer de endometrio [116]. Asi mismo, promueve apoptosis en las células T47D de
cancer de mama a través de la inhibicion de la via PISK/AKT [117]. Promueve la
degradacion de la sobreexpresion de P-glicoproteina inducida por doxorubicina,
inhibiendo la via PISK/AKT y MEK/ERK [118]

o—=

Fig. 22 Epigalocatequina-3-galato. Fuente: [97]
Antocianinas.
Delfinidina: es un pigmento de las plantas, actua también como antioxidante se
encuentra en arandanos y uvas. Este flavonoide promueve apoptosis e inhibe la
transicion epitelio-mesénquima mediante la inhibicién de la via ERK/p38 en lineas
celulares de osteosarcoma [119]. Influyen también en la proliferacion de células de

cancer ovarico inhibiendo la via de PI3K/AKT y ERK1/2 [120].
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Fig. 23 Delfinidina. Fuente: [97]

1.24 Actividad bioldgica de la nobiletina

Nobiletina: (5, 6, 7,8,3",4"-hexametoxiflavona)

La nobiletina es una polimetoxiflavona que se obtiene de los citricos en particular
de las frutas del género Citrus. El analisis cristalografico de la molécula muestra que
el benzopirano y los anillos de hidrocarburo arométicos se encuentran en el mismo
plano, mientras que los atomos de carbono de los cuatro grupos metoxi unidos al
anillo benzopirano no estan en paralelo. La nobiletina es facilmente absorbida,
debido a su alta naturaleza lipofilica y alta permeabilidad [121, 122]. Este compuesto
muestra diversos efectos fisiolégicos entre los que se encuentran anti-
carcinogénico, anti-inflamatorio, anti-oxidante, anti-resistencia a insulina, anti-

osteoclastogénesis, proteccion cardiovascular y neuroproteccion [123-133].

Fig. 24 Nobiletina. Fuente: [97]
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-La Tabla 3 contiene las lineas celulares donde la nobiletina tiene efecto y a
continuacion se enuncian. En la linea celular PC12 derivada de
feocromocromocitoma inhibe la agregacion autoinducida de 8 amieloide, molécula
que contribuye al desarrollo de la enfermedad de Alzheimer. Por otra parte, induce
sobre-expresion de las subunidades del receptor N-metil-D-aspartato y la expresion
de c-Fos en células en la linea celular PC12D [134] y aumenta la actividad de
PKA/ERK/MEK/CREB. En fibroblastos disminuye la expresion de MMP-9 y la
actividad de MAPK y p-p38 [135]. En cAncer muestra una amplia variedad de efectos.
En células de la linea celular SK-N-SH de neuroblastoma, la nobiletina
significativamente reduce la expresion de la proteina de interaccién con tioredoxina,
gue es un factor crucial en el estrés a reticulo endoplasmatico, resultando en la
apoptosis celular [136]. Por otra parte, en células AGS obtenidas de adenocarcinoma
gastrico, la nobiletina regula la expresion de MMP-2, MMP-9, c-Raf, Ras, Rac-1,
RhoA y Cdc43 mediante la inhibicion de la via PI3K/AKT, activacion de la cinasa de
adhesion focal (FAK) y de NFkB [130]. Se ha reportado también que la nobiletina
inhibe la proliferacion en células SNU-16 mutadas en p53 y derivadas de cancer
géastrico humano. Arresta el ciclo celular en fase sub-Gi, incrementa la expresion de
caspasa-3 y caspasa-9, promueve la formacién del complejo Bax/Bcl-2, la
degradacion de poli (ADP-ribosa) polimerasa (PARP) e induce la apoptosis celular.
De igual manera, se ha determinado que muestra efectos sinérgicos
anticancerigenos con el 5-fluorouracilo [128]. En células de cancer hepético, la
nobiletina inhibe de manera significativa la proliferacion celular, arresta las células
en fase G2, promueve la degradacion Bcl-2 y la expresion de COX-2, induce la
expresion de Bax y caspasa-3 en células SMMC-7721[137] . En leucemia mieloide
aguda el estudio en células AML, mostré que para el ciclo celular en fase Go/G1
mediante la regulacién de ERK, incrementa la apoptosis a través de la activaciéon de
caspasa-3, caspasa-8 y caspasa-9 estimulando la via de las proteinas cinasas
activadas por mitdgeno (MAPK) en la linea celular HL-60 y regula la proliferacion
celular en varias lineas celulares [138]. Disminuye el riesgo de cancer de prostata,
en células PC-3 la nobiletina reduce la viabilidad celular, regula la expresion de

VEGF y NF-kB mediante la regulacion de la via de sefializacion AKT/HIF-1a. Efectos
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en células menos metastasicas como las denominadas DU-145, la nobiletina
disminuye la expresion de c-Myc y la actividad de p50 en el nacleo [139]. Se ha
encontrado que nobiletina muestra efectos contra 2-amino-1-metil-6-fenilimidazo
[4,5-b]piridina- (PhIP), farmaco que induce carcinogénesis en préstata, mostrando
que nos niveles de estrogeno, leptina y testosterona no varian con el grupo control.
Sin embargo, la multiplicidad de la incidencia de adenocarcinomas de prostata en
ratas F344 disminuye en respuesta al tratamiento con nobiletina [140].

En células MDA-MB-231 provenientes de cancer de mama, la nobiletina regula la
transcripcion de MMP-9 y CXCR4 mediante la disminucion de las vias de MAPK y
NFkB, lo que provoca una inhibiciébn en la metastasis e invasividad [123]. En las
células OVCAR-3 y A2780/CP70 derivadas de cancer de ovario, la nobiletina inhibe
la proliferacion celular y la expresion de VEGF [141]. En HER-2 positivas, SK-BR-3
MCF7 receptor a hormona positivo y en la triple negativa MDA-MB-468, la nobiletina
promueve el arresto en ciclo celular Go/G1 por la inhibicion de ERK %2 y ciclina D1y
la estimulacion de p21 de una manera dependiente de la dosis. Asi mismo, la
nobiletina promueve apoptosis mediante la disminucién en la expresién de Bcl-xL,
AKT y mTOR en células MDA-MB-468 sin cambiar la expresion de Bax [142]. En las
células H1299 y A549 obtenidas de un adenocarcinoma de pulmén, la nobiletina
inhibe la transicion epitelio-mesénguima inducida por TGF-, mediante la inhibicion
en la expresion de p-Src, p-paxilina, p-FAK, MMP-2, MMP-9, slug, snail, ZEB1 y
twist. De igual manera, la nobiletina disminuye la actividad de Smad sin producir
cambio en la fosforilacidon y translocacién de Smad inducida por TGF. Se demostré
gue la sobreexpresion de Smad3 abroga el efecto de la nobiletina en la transicién
epitelio — mesénquima estimulados por TGFB1 [143, 144]. En carcinoma
nasofaringeo, la nobiletina inhibe la capacidad de migracion en las lineas celulares
NPC-BM y HONE-1, mediante la inhibicion de la expresion de MMP-2, NF-kB y AP-
1 y aumento en la expresion del inhibidor tisular de la metaloproteinasa-2 [145]. Por
otra parte, la nobiletina muestra importantes efectos en la inhibicién de la motilidad,
migracion e invasion en las células HOS y U20S derivadas un osteosarcoma, en
donde inhibe la expresion de MMP-2 y MMP-9 mediada por ERK/IJNK y la
inactivacion de CREB, SP-1 y NFkB [146].
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1.25 Metabolismo de la nobiletina

Los flavonoides son metabolizados por las enzimas de la familia de citocromo P450
CYP1, lo que conduce a la activacibn de metabolitos que muestran un amplio
espectro de efectos biolégicos. En células MCF7 obtenidas de adenocarcinoma de
mama las enzimas CYP1l convierten a nobiletina en el metabolito O-
demetilnobiletina [124]. Hay siete metabolitos mayoritarios O-demetilnobiletina: 3"-
demetilnobiletina, 4"-demetilnobiletina, 3"4"-didemetilnobiletina, 5-demetilnobiletina,
5,3 -didemetilnobiletina, 5,4 -didemetilnobiletina y 5,3",4"-tridemilnobiletina que son
excretados en la orina de ratones tratados con el flavonoide [147]. Estos metabolitos
exhiben actividad anti-inflamatoria y pro-apoptética en ratones tratados en
azoximetano/DSS. Sin embargo, la concentracién en colon es 20 veces por debajo
de la original, los tres metabolitos 3 -demetilnobiletina, 4"-demetilnobiletina y 3",4"-
didemetilnobiletina, siendo este Ultimo el que presenta mayor actividad. Estos
estudios sugieren el papel que tiene la demetilacion en el C-3'y C-4" en inhibir la
carcinogénesis de colon y presenta también efectos anti-oxidativos y anti-
inflamatorios, asi como actividades neuroprotectoras atenuando la actividad de NF-
kB, inhibiendo a especies reactivas de oxigeno y sobre-expresando a HO-1, con la

consecuente activacion de ERK, AKT y JNK.

Tabla 3. Efectos bioldgicos de la Nobiletina en cancer
Tipo de Cancer Linea Efectos Biologicos Referencia.
celular
. lel flujo del transportador
Ca”zc;r:)a de A2788/T ABCB1 (48]
JAKT, ERK, Nrf2
Adenocarcinoma IMMP2, MMP9, c-Raf, Ras, [130]
gastrico AGS Rho A, Cdc42, via PISK/AKT;
activacion de FAK y NF-kB
| Proliferacion celular, [149]
Glioma C6 actividad de Ras, via
MEK/ERK
Carcinoma de | EMT, p-Src, p-paxilina, p-
pulmén de células H1299, FAK, MMP2, MMP9, slug, L144]
~ A549
no pequenas snal, ZEB1.
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JApoB secrecion sintesis de
colesterol|, sintesis de
triglicéridos|

[144]

Hepatocarcinoma HepG2
Dislipidemia, resistencia a la
insulina|, aterogénesis|,
apoB100|, MAPKerkt, LDLRT, [150]
MTP|, DGAT1/2|, Pgclat,
Cptlat, p-oxidacion?t
. ERK|, caspasa-31, caspasa- [138]
Leucemia HL-60 9t. caspasa-81, MAPK?
HOSy ERK/JNK|, MMP-2|, MMP-9, [146]
Osteosarcoma U20S CREB|, SP-1|, NF-kB|
MDA-MB
231
MMP-9|, CXCR4 |, MAPKs|, [151]
NF-xkB|
Céancer de mama
ERK1/2], ciclina D1], p211, [142]
Bcl-xL|, Akt|, mTOR|
MDA-MB
468
Carcinoma [152] de | OVCAR-3, Viabilidad Celular, [153]
ovario A2780/CP70 proliferacion|, VEGF|
PC-3 Viabilidad celular|, VEGF,
NF-kB|, AKT/HIF-1a|
Carcinoma de [139]

préstata

IMyc y p50
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DU-145 | |

1.26 Linea celular FaDu de carcinoma escamoso hipofaringeo

La linea celular usada en este trabajo catalogada como FaDu ATCC HTB-43 (ATCC
American Type Cell Culture). Un carcinoma escamoso proveniente de tejido de
faringe de un vardn caucasico de 56 afos, tiene morfologia epitelial, con
propiedades adherentes y es capaz de producir tumores [152]. No fue hasta 1972
que se reporto la caracterizacion de esta linea celular [154].

El ATCC pone a la venta un panel de células que representan el cancer de cabeza
y cuello para diversos tipos de pruebas, entre las células se encuentra la linea
celular FaDu, tres diferentes carcinomas de lengua, un carcinoma de glandulas
salivales y otro carcinoma de faringe infectado con HVP. Otras lineas disponibles
son FaDu-Luc2 con el gen de la luciferasa para inoculacion in vivo, lalinea 2 A3
gue fue infectada con HVP, la sepa Detroit 562 que es un carcinoma faringeo
procedente de metastasis, Hs840.T que son fibroblastos infectados con HVP y
UPIC un carcinoma escamoso recurrente pero procedente de un paciente
infectado con HVP y obtenido de metastasis, muy agresivo [155].

Todas las lineas celulares tienen diferentes aplicaciones desde probar pequefias
moléculas para desarrollo de farmacos hasta comprender alteraciones genéticas
que las caracterizan. La linea celular FaDu a diferencia de las otras lineas, muestra
una mayor facilidad para generar tumores y muestra ser un buen hospedero para la
transfeccion de genes de interés. Estas dos caracteristicas permiten usar la linea
celular para ensayos de viabilidad y proliferacion, se pueden desarrollar esferoides
para evaluar modelos tridimensionales in vitro y son susceptibles a la transfeccion
con vectores acoplados a luciferasa para evaluar la expresion de moléculas
proinflamatorias, factores de crecimiento entren muchos otros blancos de

investigacion.
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2 Justificacion.

Se ha establecido que el carcinoma de células escamosas de hipofaringe es uno de
los mas frecuentes que se presentan en cabeza y cuello. Las personas afectadas
con este tipo de cancer pueden experimentar aumento de ganglio linfatico en cuello,
obstruccion de vias respiratorias, dificultad al respirar, mal aliento, dolor de oido,
dificultad al tragar, pérdida de peso y fatiga. Por otra parte, la supervivencia de
pacientes que tiene este carcinoma esta en relacion con el estadio en que ha sido
detectado y el tratamiento consiste en radio y/o quiomioterapia, inmunoterapia o
procedimientos quirdrgicos agresivos como laringectomia parcial o total.
Desafortunadamente y a pesar del amplio espectro de protocolos para el tratamiento
de esta patologia a la fecha no se cuenta con un procedimiento exitoso; por este
motivo un gran nimero de investigaciones estan encaminadas en la busqueda de
tratamientos alternativos. Entre los compuestos que han sido exhaustivamente
estudiados se encuentran los flavonoides, que presentan una diversa gama de
funciones entre las que incluye su actividad anti-carcinogénica, entre otros. Dentro
del grupo de los flavonoides existe un grupo de metoxiflavonas entre las que se
encuentran la nobiletina, sinensetina y naringina que por su propiedades fisico-
guimicas son un grupo de compuestos liposolubles que a bajas concentraciones
muestran actividades biologicas; por este motivo en el trabajo se evalud el efecto
de la nobiletina sobre la supervivencia del carcinoma escamoso de hipofaringe, asi

como la migracién, angiogénesis, apoptosis y vias de sefalizacion.
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2.1 Objetivo General.

» Evaluar la supervivencia de la linea celular FaDu in vitro determinando el
efecto de la nobiletina sobre la apoptosis, angiogénesis, proliferacion y

migracion.

2.2 Objetivos particulares.

» Confirmar el efecto de la nobiletina en la viabilidad de la linea celular FaDu,
determinando la concentracion inhibitoria usando el ensayo de MTT.

» Comprobar que nobiletina tiene efectos en la migracion de la linea celular
FaDu usando los ensayos de Transwell (cAmara de Boyden) y Wound
Healing (cicatriz — herida).

» Evaluar qué actividad tiene la nobiletina en la via de sefializacion PI3K/AKT
en modelos temporales y de gradientes de concentracion usando Western
Blot.

» Caracterizar la actividad en la expresion o estado de las enzimas: PTEN,
ERK y JNK, mediante RT-PCR para el primero y Western Blot para las demas
proteinas.

» Evaluar el efecto de la nobiletina en la formacién de cuerpos apoptoticos
mediante el ensayo de TUNEL.

» Confirmar el efecto de la nobiletina en la produccion y liberacién de VEGF en
el medio mediante Western Blot y ELISA.

2.3 Hipotesis

El flavonoide nobiletina al internalizarse en las células cancerigenas (FaDu) tendra
interacciones con las enzimas o sustratos responsables de propagar los estimulos
de proliferacion, angiogénesis, apoptosis y migracion celular. Disminuyendo la

supervivencia de las células cancerigenas.
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2.4 Materiales y métodos.

2.4.1 Equipo

Agitador magnético

Balanza (Sartorius)

Bafo (Riossa)

Bafo seco (Thermolyne),

Cajas de cultivo celular (Falcon, 6 y 96
pozos) (Corning)

Caja de cultivo celular 200mL (Corning)
Camara de electroforesis vertical
(Amersham  Biosciences  Hoefer)
Camara de transferencia (Bio-Rad)
Campana de flujo laminar (The Baker
Company)

Centrifuga (Thermo Scientific)
Espectrofotometro (Optizen)

Fuente de poder para camara de
transferencia (Bio-Rad)

Fuente de poder para camara de
electroforesis (Bio-Rad)

Incubadora (SANYO)

Lector de placas (BioTek)

Microscopio de objetivos invertidos
(Olympus CK2)

Micropipetas (Eppendorf, Gilson)
Sonicador (Ultrasonic Processor)
Tubos clinicos (15 y 50 ml) (Corning)
Tubos Eppendorf (Corning)
Refrigerador

Céamara de Neubauer

Cémaras de Boyden

kit de quimioluminiscencia (Santa Cruz
Biotechnology)

ELISA kit (Enzo)

Dead End Colorimetric TUNEL System
(Promega)

Biospectrometro (Eppendor)

Caset Oscuro

Vortex
Membranas de PVDF (GE Heatlhcare)
SuperScript Ill One-Step RT-PCR

(Invitrogen)

Peliculas fotosensibles
Cuarto oscuro

Agitador orbital (Lab Line)
Termociclador (Perkin Elmer)
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2.4.2 Reactivos

Buffer de lisis (Tris-HCI, NaCl, PMSF,
Nonidet P-40, leupeptina, aprotinina,
NasVOas, NAF y NasP207)

Acrilamida, Bis-
TEMED,
Alcohol isoamilico, Cloruro de sodio,
SDS (Dodecilsulfato de sodio),
Fosfato de sodio monobasico, Fosfato
de sodio dibasico, Glicina, HCI 1M,
Isopropanol, Medio Eagle modificado
por Dulbecco (DMEM),
(pureza > 98%),

Wortmanina

acrilamida, Cloroformo,

Nobiletina
(Sigma)

Ortovanadato de sodio, Persulfato de

antimicotico (Invitrogen), Colorante de
Bradford,

Soluciones de referencia de albumina

Giemsa, Reactivo de
de suero bovino, revelador de placas
fotosensibles, fijador, Buffer de
fosfatos salinos (PBS), C0,, Buffer de
lavado, Buffer de desnudar, Buffer de
Muestra, MTT (bromuro de azul de
tiazol-tetrasolio), Ara C, DEPC
dietilo),

Anticuerpos: anti-raton, anti-cabra,

(pirocarbonato de

anti-conejo, anti-pAKT Thr 308, anti-
PAKT Ser4d73, anti-AKT, anti-pPI3K
Tyr 199, anti-PI3K, anti-pERK Tyr 204,

amonio, Solucibn de referencia
(pH=7,10,14),
bovino fetal (SBF) , antibidtico-

anti-ERK, anti-pJNK, anti-JNK, anti-p

Trizma base, suero actina,

2.4.3 Programas de CoOmputo

DIGI-DOC, GEN 5, GraphPad Prism, LabWorks, ImageJ.

2.5 Metodologia.

2.5.1 Cultivo celular.

La linea celular de cancer de hipofaringe FaDu (ATCC® HTB-43) se inoculd y
mantuvo en el medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) suplementado con
10% de suero bovino fetal (SFB) (GIBCO BRL cat.no. 10099-141). inactivado por
calor, y antibiético-antimicético (100 U/ml de peniciina y 100 mg/ml de
estreptomicina) (GIBCO BRL cat.no. 15240-096) y se cambio cada dos o tres dias.

Las células se cultivaron a 37°C en atmoésfera humidificada de 5% COa.
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2.5.2 Ensayo de Viabilidad celular (MTT).

Mediante la prueba de citotoxicidad con MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difeniltetrazolio; azul de tiazolilo) se evaluo el efecto de nobiletina en la viabilidad
celular. Las células (10,000) se sembraron en cajas de 96 pozos con 50 pL de
medio, que se incubaron durante 24 horas. Las células fueron tratadas a 24, 48 y
72 horas, con distintas concentraciones de nobiletina a 0,50,100,150, 200 y 300 uM
y DMSO (dimetilsulfoxido) al 0.01% utilizado como vehiculo para el ensayo. Al
término del tratamiento, se afiadieron 100 pL de MTT (solucién preparada a una
concentracion 5x10~*g/mL) y se incubd durante 4 horas a una temperatura de
37°C. Cuando el periodo de tiempo terming, se absorbid el medio de cada pozo para
agregar 50 pL de isopropanol acido con el propdsito de solubilizar los cristales de
formazan para leerse a una longitud de onda de 550 nm en un espectrofotémetro.
Para el analisis se tom6 como comparacion el basal (100% de viabilidad) para
obtener el porcentaje de células viables. Cada ensayo se elabor6 en tres ocasiones

por sextuplicado.

2.5.3 Tratamiento celular.

Se utilizaron dos diferentes ensayos: Curso temporal a diferentes tiempos (15, 30,
60, 90, y 120 min) se expuso la linea celular FaDu a la misma concentracion de
nobiletina (50 uM), y gradiente de concentracion donde por 24h se expuso la linea
celular FaDu a diferentes concentraciones de nobiletina (10, 25, 50, 75 y 100 pM).
Para los ensayos de migracién celular se utilizaron 5,000 células. En los ensayos
de inhibicibn de proteinas cinasa se incubaron durante 90 minutos antes del
tratamiento con nobiletina. En todos los tratamientos utilizados en este estudio los
controles fueron afiadidos con dimetilsulfoxido, puesto que fue el vehiculo usado

para disolver la nobiletina.

2.5.4 Ensayo de Western Blot.
Las células se sembraron en cajas de 6 pozos a diferentes dosis y tiempos con
nobiletina, al término se retird el medio de cada pozo y se remplaz6é con 1 mL de

PBS- 1mM de Ortovanadato de sodio con la ayuda de un gendarme se obtuvo el
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paquete celular; se centrifugé el homogenizado resultante durante 10 minutos a
14,000 rpm, bajo una temperatura de 4°C. Al terminar el periodo de centrifugacion,
se lisaron las células retirando el sobrenadante y afiadiendo 30 uL de Buffer de Lisis
(Tris-HCL 50mM, NaCl 150mM, Floruro de fenilmetilsulfonilo 1mM (PMSF), Nonidet
P-40 1%, leupeptina 10pg/ml, aprotinina 50 g/mL, NasVOs4 0.4 mM, NAF 10mM y
NasP207 10mM) para después sonicarlas sobre hielo por un periodo de 30 segundos
a pulsaciones continuas de 30 Watts. Para realizar la cuantificacion de proteina total
se utilizé el método de Bradford con la ayuda de una curva patron con albamina
sérica bovina (BSA; 15 ug/mL) a una longitud de onda de 595 nm y se prepararon
30 pg de muestra aplicando Buffer de carga (Azul de Coomasie 0.1%, B-
mercaptoetanol 1 % , Tris 0.5M, SDS 10%, Glicerol 15%). Posteriormente, con el
apoyo de un bafio seco a 65°C por 10 minutos se desnaturalizaron las muestras
preparadas para continuar a correr a 75 V por una hora en geles SDS-PAGE al 10%
en cadmara de electroforesis. Las proteinas separadas en el gel se transfirieron a
una membrana de difloruro de polivinideno (PVDF) usando una camara
semihimeda a 25 V por una hora. Posteriormente se bloque6 1 h utilizando una
solucién TBS 1X (Tris-HCI 5M pH 7.5 y NaCl 1.5M) con leche libre de grasa al 5%
con el propésito de evitar uniones no especificas a la membrana en movimiento
constante. Después de terminar con el blogueo de la membrana se realizaron tres
lavados (de 10 minutos cada uno).Para los lavados de las membranas se utilizé
Buffer de Lavado (TBS 1X con 500uL de Tween-20 (TBST)). Se incub6 agitando en
overnight con el anticuerpo primario especifico diluido en TBS, a 4°C. Se lavaron
las membranas en 2 ocasiones por 10 minutos con Buffer de Lavado para incubar
a temperatura ambiente y en agitacion, con una dilucién (1:10000) del anticuerpo
secundario (horseradish peroxidase-conjugated) correspondiente en TBST por 2
horas. Cuando la incubacion termind, se realizaron 3 lavados de 10 minutos cada
uno a las membranas con TBST. Se utiliz6 un kit de quimioluminiscencia (Santa
Cruz Biotechnology) para la deteccion de bandas y se expuso en placas fotograficas
(GE Healthcare). Con la ayuda de programas como DIGI-DOC y LabWorks se

cuantifico la cantidad de proteina expuesta, contrastando con el basal
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correspondiente (el cual representa el 100%). Las gréficas representan los

resultados obtenidos en los ensayos.

2.5.5 Dilucion de anticuerpos:

Los anticuerpos empleados en este estudio y sus diluciones correspondientes son

los siguientes, disueltos en Buffer anti-fosfoproteinas. (Tris, NaCl) (TBS)

Tabla 4. Dilucién anticuerpos primarios

Anticuerpos primarios Anticuerpo secundario Dilucion
AKT/PKB (PH domain) anti-rabbit 1:10,000
p-AKT 1/2/3 (Ser 473) anti-rabbit 1:10,000
p-AKT 1/2/3 (Thr 308) anti-rabbit 1:10,000
ERK % anti-goat 1:10,000

p-ERK (Tyr 204) anti-goat 1:10,000
PIEK (p85 a) anti-rabbit 1:10,000
p-PIEK (p85a) (Tyr 199) anti-goat 1:10,000
JNK anti-rabbit 1:10,000

p-JNK (Thr 183 Tyr 185) anti-rabbit 1:10,000
B- Actina anti-mouse 1:10,000

secundarios

Tabla 5. Dilucién de anticuerpos

Anticuerpo Secundario Dilucion
HRP
Anti-rabbit 1:10,000
Anti-goat 1:10,000
Anti-mouse 1:10,000

2.5.6 Ensayo de migracion celular cicatriz-herida.

Se realiz6 el ensayo cicatriz-herida (wound-healing) para valorar la motilidad celular.

Se crecieron las células FaDu a confluencia adecuada en cajas de 6 pozos con

50



medio DMEM+ SBF (10%) a 80-90% de confluencia. Consecuentemente, con una
punta de 10 pL estéril se realizé una incision en forma de gato en el centro de la
monocapa de células a lo largo de cada pozo evitando discordancias en el ancho
de cada herida realizada al cultivo. Al realizar la incisién, los restos de células que
se desprendieron fueron removidos con vacio y cada pozo fue lavado con PBS
estéril dos veces. Para inhibir la proliferacion, las células fueron incubadas durante
30 minutos con Ara C a una concentracion de 10uM para después tratarlas con 50
UM de nobiletina. A través del microscopio invertido pudimos observar el cierre de
la herida. Se tomaron fotografias utilizando el objetivo 10X en diez campos distintos
a diferentes tiempos: 0, 24 y 48 horas. Con el software ImageJ se logré medir el

area libre de células para el adecuado calculo que aporté el porcentaje de migracion.

2.5.7 Ensayo de migracion celular en cAmara de Boyden.

Se utilizaron 20,000 células FaDu contadas con la camara de Neubauer en una
medio DMEM sin SBF. Se colocaron las células en el la parte superior de la camara
de Boyden cuyo fondo es una membrana con poros de 8 pm, completando el
volumen a 100 pL de medio DMEM sin SBF. En la parte inferior de la camara de
Boyde se colocaron 300 uL de medio DMEM con SBF al 10 % y con el tratamiento
de 50 y 100 uM de nobiletina. Enseguida se unieron las partes de la camara de
Boyden y se incubd por 2 h a 37°C con 5 % de CO2. Transcurrido el tiempo se limpi6
la mebrana de cada cAmara de Boyden y se tomaron fotografias bajo el microscopio
a 10 X de 10 campos diferentes. Usando el programa ImageJ se contaron las células

atrapadas en la membrana.

2.5.8 Extraccion de mRNA.

En una caja de 6 pozos se cultivd la linea celular FaDu hasta una confluencia
adecuada, después se tratd la caja con el tratamiento de gradiente de
concentracion. Para aislar el ARN total se afiadieron (sobre hielo) 500uL de trizol.
Para después incubarlo por 5 minutos para alcanzar el rompimiento de las células.
Posteriormente, se recuperd con una micropipeta y se adicionaron en tubos

Eppendorf estériles. Se afiadieron 100 L de cloroformo (1:50), se agit6é y durante 5
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minutos se incubaron a temperatura ambiente y posteriormente se centrifugaron (15
min; 12,000 rpm, 4°C). La fase acuosa fue recuperada y afiadida en otro tubo
eppendorf estéril. Se afiadieron 20 pL de isopropanol para incubarse a temperatura
ambiente por 10 minutos. Posteriormente durante 10 minutos a 12,000 rpm y a una
temperatura de 4°C se centrifugd la muestra para que los acidos nucleicos se
precipitaran. El sobrenadante fue decantado y se dej6é secando logrando la
evaporacion, hasta que la pastilla eliminara la humedad. Con 20 pL de agua tratada
con dietilpirocarbonato (DEPC 1%) se resuspendio el RNA obtenido y se cuantificd
a 260 nm por medio de espectrofotometria.

2.5.9 Reaccidén en cadena de la polimerasa- transcripcion reversa RT-PCR.
Se utiliz6 1 pg de RNA previamente obtenido se transcribié de forma reversa (a
cDNA) usando un reactivo de Invitrogen: One-step RT-PCR. Los primers utilizados
para llevar a cabo las amplificaciones de PCR fueron los siguientes: PTEN (sentido)
5-TTT CTA ACC GTG CAG CCT CTT-3"; PTEN-(antisentido):5-AGC TGT GGT
GGG TTATGG TCT-3’ fue usado para amplificar un producto de 162 bp. GADPH:
5-ACCTGACCTGCCGTCTAGAAAA-3 (sentido) y 5-
ACGCCTGCTTCACCACCTT-3' (antisentido). Estos primers fueron disefiados a
partir de secuencias publicadas en la base GenBank y posteriormente se obtuvo la
secuencia de los mismos utilizando el programa Primer-Blast (NCBI) con la finalidad
de mandarlos sintetizar a Biosearchtech (Petaluma, CA). Las condiciones utilizadas
en este proceso fueron las siguientes: 1 cilo de 60 °C por 15 min y 94 °C por dos
minutos seguido se 35 ciclos de 94°C por 1 minuto, 59°C o 60°C por 1 min, 72°C
por 1 min seguido de 10 min at 72°C. Los productos se sometieron a electroforesis
en gel de agarosa al 2% y tefildos con bromuro etidio.

2.5.10 Ensayo de ELISA evaluando la produccion de VEGF.

Los niveles de VEGF en los sobrenadantes del cultivo celular fueron analizados por
el VEGF (human) ELISA kit (ENZO-KIT156-0001, Enzo Life Sciences Farmingdale,
NY). Las células se cultivaron en cajas de 6 pozos e incubaron por 24h.
Posteriormente, las células FaDu se trataron con nobiletina a una concentracion de
100 pM en los tiempos 0,15, 30, 60, 90 y 120 minutos con medios DMEM y SBF al
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2%. El sobrenadante se recolect6 y almacené en el Ultracongelador a -69°C. La
cantidad de VEGF presente en las muestras se midié conforme a lo establecido en
las instrucciones del fabricante y normalizada a numeros celulares para cada

tratamiento. Se realizé un total de 3 experimentos independientes.

2.5.11 Ensayo de TUNEL

Se colocaron las células sobre cubreobjetos ayudados de cajas de 6 pozos, se
trataron por 24 h a concentraciones de 0, 50, 100, 150, 200 y 300 uM de nobiletina.
Al término las muestras se procesaron segun el TUNEL kit assay, Promega G7360.
Posteriormente se tomaron fotografias en el microscopio a 40X y 100X. Utilizando
el programa ImageJ se contaron los nucleos apoptéticos dividiendo entre el total de
células en el campo, graficando los resultados. Cada condicion fue repetida tres

veces para el posterior andlisis.

2.5.12 Anélisis estadistico.

En el caso del ensayo de viabilidad celular, se llevé a cabo un analisis de varianza
(ANOVA) de una via (P<0.05) con el fin de comparar Gnicamente la viabilidad celular
de las cinco concentraciones distintas (5 grupos). Este procedimiento se realiz6 en
cada tiempo (24,48 y 72h) utilizando una comparacion multiple de Dunnet utilizando
el programa GraphPad Prism. Para el Western Blot, se utilizé también una ANOVA
de una via (P<0.05) para hacer el andlisis estadistico de los duplicados de cada
proteina analizada. En el caso del ensayo de Wound healing el andlisis fue diferente;
se hizo un analisis de varianza (ANOVA) de dos vias, ya que el propdésito era
comparar las diferencias entre los dos grupos (control y tratamiento) en diferentes
tiempos. El ensayo se realizo por triplicado utilizando la prueba post-hoc bonferroni
en el programa GraphPad Prism.

2.6 Resultados

2.6.1 Efecto de nobiletina sobre la viabilidad de la linea celular FaDu
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Para determinar el efecto citototoxico de la nobiletina sobre la linea celular FaDu,
se realiz6 el ensayo con MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio) a 0,10, 25, 50,75,100, 200 y 300 uM del flavonoide a 24, 48y 72 h.
De acuerdo con la figura 25 A, la nobiletina disminuyé la viabilidad celular a una
dosis-dependiente; significativamente a partir de 50 uM a 24 h y 48 h respecto a el
grupo control. Tambien mostrdé disminucién a 72 h desde la concentracion de 10
UM. Por otra parte, se obtuvo la grafica para determinar la concentracion inhibitoria
50 a 24 h (115.80 pM), 48 h (54.37 uM) y 72 h (31.59 pM) (Fig.25 B).
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Fig. 25 Efecto de Nobiletina sobre la viabilidad de la linea celular FaDu. A
Gréfica de viabilidad de la linea celular FaDu en presencia de nobiletina a
diferentes concentraciones a 24 h, 48 y 72h. B Determinacién de la
concentracion inhibitoria 50. Los resultados representan 3 experimentos
(cada uno por sextuplicado) independientes. *p<0.05, **p<0.01, **p<0.001 y
***xn<0.0001
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2.6.2 Efecto de nobiletina sobre la migracién de la linea celular FaDu.

Para evaluar el efecto de la nobiletina sobre la migracion de la linea celular FaDu,
se realiz6 el ensayo de cicatriz-herida; las células crecieron en cajas de 6 pozos y
fueron tratados con una concentracion de 50 pM a 24 h y 48 h. Se tomaron
fotografias de las heridas desde el tiempo 0 al 24 h y 48 h. De acuerdo con la figura
26, el tratamiento con nobiletina presentd un efecto inhibitorio de la migracion celular

en comparacion con el grupo basal.
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Fig. 26 Efecto de la nobiletina sobre la migracion de la linea celular FaDu. A
Limites de la cicatriz herida transcurrida 2 h de tratamiento con nobiletina 50
UM. B Grafica de la distancia de los limites en la cicatriz-herida con diferencia
significativa. *p<0.05
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Posteriormente se realizé el ensayo de migracion celular con la cAmara de Boyden,
para evaluar el efecto de la nobiletina sobre la migracidon de la linea celular FaDu.
De acuerdo con la figura 27, el flavonoide presenté un efecto inhibitorio de la
migracion celular a 50 y 100 uM a 2 h, teniendo significancia estadistica en la Ultima

concentracion en comparacion con el grupo basal.
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Fig. 27 Efecto de la nobiletina sobre la migraciéon de la linea celular FaDu. A
Membranas de la camara de Boyden con células FaDu bajo en tratamiento de
nobiletina a 50 y 100 uM durante 2 h. B Gréafica de la distancia entre los limites

de la cicatriz-herida con diferencia significativa. *p<0.05, *p<0.01.
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2.6.3 Efecto de nobiletina sobre la fosforilacién de Akt/ PI3K en la linea celular
FaDu.

Se determiné el efecto anticancerigeno de la nobiletina en la fosforilacion de p-AKT
(Ser 473 y Thr 308) a diferentes concentraciones por 24 h (Fig. 28 Ay B) y a una
sola concentracion en diferentes tiempos en PI3K (Fig. 28 C). La figura 28 muestra
las graficas obtenidas de los Western Blots, a partir de 50 pM disminuye
significativamente la fosforilacion de AKT. Aunado a esto, la nobiletina presento

disminucién significativa sobre PI3K de 60 a 120 min todos por debajo de la mitad

del control.
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Fig. 28 Efecto de la nobiletina sobre fosforilacion de Akt/PI3K en la linea
celular FaDu. Ensayo de Western Blot a 0, 10, 25, 50, 75y 100 uM de nobiletina
a24 h para AKTy para PI3K aunaconcentracién de 50 uM a diferentes tiempos

con sus respectivas graficas. *p<0.05, **p<0.01.
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p-ERK Tyr 204 (% de Basal)

2.6.4 Efecto de la nobiletina sobre la fosforilacion de ERK y JNK en la linea
celular FaDu.

Se determind el efecto anticancerigeno de la nobiletina sobre la linea celular FaDu
en la fosforilacion de p-ERK (Fig. 29 A) a diferentes concentraciones y p-JNK (Fig.
29 B) a diferentes tiempos. P-ERK a partir de 10 hasta 1000 pM disminuyo
significativamente debajo de la mitad respecto al control. El flavonoide, a una
concentracion de 50 uM disminuyo la fosforilacién de p-JNK a partir de 60 min hasta
120 min por debajo de la mitad respecto al control.
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Fig. 29 Efecto de la nobiletina sobre la fosforilaciéon de ERK y JNK en la linea
celular FaDu. Ensayo de Western Blot a 0, 10, 25, 50, 75y 100 uM de nobiletina
para ERK a 24 h (A) y para JNK a una concentracion de 50 uM a diferentes
tiempos (B). *p<0.05, **p<0.01, **p<0.001, ****p<0.0001.
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2.6.5 Efecto de nobiletina sobre la expresion de PTEN en la linea celular FaDu.
Se determiné el efecto de la nobiletina a una concentracion de 0, 10, 25, 50, 75y
100 uM a 24 h. La figura 30 muestra que a todas las concentraciones, la nobiletina
indujo la expresion de PTEN y se alcanz6 un méaximo de induccion a partir de 50
HM.
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Fig. 30 Efecto de la nobiletina sobre la expresién de PTEN en la linea celular
FaDu. Ensayo de RT-PCR a 0, 10, 25, 50, 75y 100 uM de nobiletina. durante 24
h.*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

2.6.6 Efecto de la nobiletina sobre la formacion de cuerpos apoptéticos en la
linea celular FaDu.

Para evaluar el efecto de la nobiletina sobre la linea celular FaDu en la formacion
de cuerpos apoptéticos, se realizd el ensayo de TUNEL (mediciébn de la
fragmentacion del DNA nuclear) a diferentes concentraciones por 24 h. De acuerdo
con la figura 31 A, se observa que a partir de una concentracion de 50 uM de
Nobiletina se registra la presencia de cuerpos apoptéticos, y a 100 uM aumenta la
formacién de éstos. La gréfica de la figura 31 B muestra que entre mayor
concentracion menor numero de células viables, desde la concentracion de 50 uM

disminuyen.
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Fig. 31 Efecto de Nobiletina sobre la formacion de cuerpos apoptdéticos en la
linea celular FaDu. (A) Células FaDu con cuerpos apoptéticos a 40X y 100X
tratadas con 0, 50, 100, 150, 200 y 300 uM de nobiletina por 24 h. (B) Grafica de
células viables con nucleos apoptoéticos dentro sobe células totales en el
campo. *p<0.05, **p<0.01, *** p<0.001, **** p<0.0001.

2.6.7 Efecto de nobiletina en la expresién del factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF) por la linea celular FaDu.

Se determino el efecto de nobiletina sobre la linea celular FaDu en la expresion de
VEGF a 0, 15, 30, 60, 90y 120 min a 50 uM. La figura 32 A muestra que disminuyo
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la produccién de VEGF a desde el menor tiempo usado, pero vuelve a ascender
conforme aumenta el tiempo. Posteriormente, se trataron las células con diferentes
inhibidores (Fig. 32 B) demostrando que todos los inhibidores intervienen en la
producciéon de VEGF, y Wortmannin inhibidor de la proteina PI3K mostr6 ser clave
en la produccion de este factor, al disminuir sus niveles por debajo de la mitad

respecto al control.
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Fig. 32 Efecto de la nobiletina en la expresién del factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF) sobre la linea celular FaDu. (A) Ensayo de ELISA a
los medios recuperados del tratamiento con 50 uM de nobiletina a diferentes
tiempos. (B) Ensayo de Western Blot para detectar la presencia de VEGF

dentro de las células bajo el tratamiento con inhibidores.
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2.7 Discusion

Mediante el ensayo de viabilidad se comprobd que la nobiletina tiene efecto
citotoxico en la linea celular FaDu dependiente de la dosis, particularmente se
observo diferencia significativa desde la concentracion de 50 uM a 24 h lo cual nos
dio pauta para establecer la concentracion de los tratamientos con cursos
temporales a una sola concentracion. Se observé que la IC 50 disminuy6 conforme
aumenta el tiempo de exposicion lo cual indica que no solo depende de la
concentracion sino también del tiempo de exposicion. Las concentraciones
inhibitorias 50 a 24, 48 y 72 h fueron de 115.8, 54.57 y 31.59 pM, respectivamente
utilizando los datos del ensayo de viabilidad con MTT. No se ha reportado en la
literatura la determinacion de la IC50 con nobiletina y la linea celular FaDu pero si
se encontré que en lineas celulares de tiroides normales de rata la IC50 a 72 h fue
de 121.6 uM en lineas celulares de cancer de tiroides la IC50 fue muy similar de
118.9 a 145.1 pM de nobiletina a 72 h [156] . En otros estudios se reporté que la
nobiletina en presencia del citocromo CYPL1 la IC50 es de 30 uM a 24 h en cancer
de mama [157]. Observando estos resultados se puede asumir que la nobiletina
puede actuar en células humanas y no humanas, en un intervalo de 30 a 145 pM.
Es dificil llegar a un consenso con otros laboratorios para establecer las mismas
condiciones para este analisis, pero el aproximado es certero.

La migracion de las células cancerigenas es uno de los problemas que deriva en
metéastasis, utilizando dos ensayos, evaluando la migracién de la linea celular FaDu
se observa en la figura 26 la inhibicion de la migracién celular con 50 pM de
nobiletina a 24 y 48 horas, con diferencia significativa en el primero. También
apreciamos que en la figura 27 la migracion a través de la membrana fue inhibida
significativamente con una concentracion de 100 uM a 2 horas.

La proteina AKT una vez fosforilada en los sitios Thr 308 y Ser 473, tiene efectos
promotores de la proliferacion. Usando ensayos de Western Blot se observé que la
disminucién de la fosforilacion de la proteina AKT. En la figura 28 se muestra una
inhibicion de la fosforilacion de ambos sitios de AKT, dependiente de la
concentracion de nobiletina. También se muestra que la proteina PI3K, la cual da

paso a la activacion de AKT, disminuye la fosforilacion dependiente del tiempo a la
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concentracion de 50 uM, en Tyr 199 el cual es un sitio especifico de la subunidad
regulatoria p55 y [158]. Esto sugiere que la nobiletina esta interactuando con las
proteinas AKT y PI3K evitando asi su fosforilacion, aunque también puede indicar
que actua rio arriba a nivel del receptor o los sustratos primarios. El mecanismo de
inhibicidbn permanece sin conocerse en la literatura, mi supuesto es que podria
interactuar directamente en los sitios de fosforilacion de las proteinas o en un sito
alostérico provocando un cambio conformacional. Otro mecanismo alternativo
puede ser de manera indirecta interactuar con el producto o sustrato de PI3K,
interactuando con PIP3 o PIP2. La interaccion con PIP3 puede evitar que AKT sea
reclutada a la membrana y puede promover que PI3K se inhiba al haber mayor
concentracion del producto.

La nobiletina muestra actividad en ambas proteinas PI3K y AKT, sugiriendo que su
estructura logra interactuar con la estructura de la proteina. En la actualidad existen
diferentes técnicas para conocer mas sobre la interaccién molécula proteina. Como
ejemplo existen ensayos in silico [159] que a partir de programas de computadora y
la estructura tridimensional de la proteina y la molécula da posibles puntos donde la
molécula puede estar interactuando con la proteina. También existen ensayos con
inhibidores especificos [65, 160] los cuales podrian sugerir interacciones si se prueba
a la par con nobiletina. Y si no es suficiente, existe el docking molecular que es una
técnica mediante la cual se analiza qué grupos de la molécula pueden estar
interaccionando con la proteina y propone mas de una estructura similar las cuales
puede tener una actividad mas especifica aun. Asi la nueva molécula podria
sintetizarse y probar su actividad in vitro.

Se sabe que la interaccion de un receptor con un factor de crecimiento puede
promover mas que la activacion de PI3K y AKT, por este motivo se evaluaron las
cinasa ERK y JNK las cuales se activan ante estimulos externos. JNK es una cinasa
gue promueve la respuesta inflamatoria y también promueve la apoptosis, mas
especificamente se ha observado que existen linajes celulares como linfocitos
donde JNK es crucial para la proliferacion. ERK es otra cinasa que esta involucrada
en el crecimiento y diferenciacion celular. Ambas cinasas pueden ser activadas ante

diversos estimulos, no solo factores de crecimiento. En la figura 29 se observa que
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la fosforilacion de ERK en Tyr 204 disminuy6 bajo la presencia de nobiletina de
manera dependiente de la concentracion. Para JNK en los sitios de Thr 183 y Tyr
185 se observa una disminucion de la fosforilacion de manera dependiente del
tiempo a una concentracion de 50 uM de nobiletina. Estos resultados sugieren que
el estimulo externo no esta siendo propagado cascada abajo o que la nobiletina esta
interactuando directamente con estas proteinas, esto puede deberse a mas de un
factor. El receptor puede estar interactuando con nobiletina, las proteinas Ras
coadyuvantes de la activacion de ERK y JNK , pueden ser secuestradas por
nobiletina, o la cinasa MAP que estd un paso arriba de ERK y JNK, puede ser
inhibida por nobiletina. Para clarificar el mecanismo de accién de nobiletina se
sugiere: utilizar inhibidores de MAP, bloqueadores de los receptores promotores de
la activacion de ERK y JNK, e inhibidores de AKT y PI3K para observar
entrecruzamiento en las vias. Notablemente la nobiletina tuvo resultados en un
ensayo de 24 h en ERK con las repeticiones necesarias para ser analizados
sugiriendo una disminucion en el estimulo de proliferacion y diferenciacién vy
resultados en JNK a 2 h con las repeticiones necesarias para ser analizados,
también sugiriendo una disminucién en el estimulo inflamatorio y apoptético.
Evaluando las capacidades de la nobiletina en diferentes dmbitos se realiz6 un
ensayo de RT-PCR para mostrar si el flavonoide ejercia algun efecto en los niveles
de expresién del gen de PTEN, la figura 30 muestra que a mayor concentracién de
nobiletina el gen se expresaba mas. Esto sugiere que la demanda por desforforilar
PIPs se aumenta y para esto el gen es expresado mas veces. La nobiletina puede
estar interactuando con PIP3 haciendo que el estimulo no se disperse cascada
abajo, pero activando la necesidad de regularlo, y la mejor manera puede ser
aumentando la expresion de la fosfatasa PTEN.

También, la nobiletina puede estar interactuando con factores de transcripcion
promoviendo transcripcion de PTEN o esta haciéndolo indirectamente interactuando
un paso antes de la promocion del factor de transcripcion para PTEN.

Los cuerpos apoptoticos son el resultado de cortar y condensar material genético
en el interior de la célula sindbnimos de la muerte celular, la figura 31 muestra que la

cantidad de células con cuerpos apoptéticos inducidos aumenta conforme aumenta
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la concentracion de nobiletina. Lo cual puede sugerir que la nobiletina promueve el
corte del material genético, estimulando la actividad de las caspasas.

Por ultimo, se evalué el efecto de la nobiletina en la produccion del factor
crecimiento vascular endotelial, el cual como su nombre lo indica promueve la
formacion de vasos sanguineos que en el caso de cancer puede promover el
crecimiento de tumores. En la figura 32 se muestra los resultados de ELISA (A) y
Western Blot (B) para determinar la cantidad de VEGF presente. Se observa que la
cantidad de VEGF disminuy6 solo en los primeros tiempos de tratamiento con
nobiletina a 50uM para después estabilizarse al nivel basal. También se utilizaron
los inhibidores: SB203580 que inhibe a la MAPK p-38 , PD98059 que inhibe a las
MAPK MEK1 y MEK2 , Calsphostin C que inhibe a la Proteina Cinasa C (PKC) ,
Wortmannin que inhibe a PI3K y H89 que inhibe a la Proteina Cinasa A (PKA). Se
evalud qué via ejerce mayor efecto y se observo que la via de PI3K fue la principal
responsable en la produccién del factor de crecimiento, se sugiere evaluar el efecto

de los inhibidores a la par de nobiletina.

2.8 Conclusiones

Como se observo en el presente trabajo la molécula de nobiletina pudo llegar al
interior de las células cancerigenas y disminuyo6 su supervivencia.

Se determind la IC50 a diferentes tiempos (24 h, 48 hy 72 h que fueron 115.80 puM,
54.37 uM y 31.59 uM respectivamente). Los resultados sefialan que la nobiletina en
intervalo de 50 uM a 100 uM y un tiempo de 2 a 24 horas logra alterar la sefializacion
interna de la linea celular FaDu. Confirmo que la nobiletina puede interactuar con
las enzimas PI3K, AKT, ERK y JNK 0 con enzimas o0 sustratos cascada arriba. En
todos los ensayos donde participaron estas cinasas disminuyeron su forma
fosforilada por ende disminuye su actividad, evitando asi que se propague el
estimulo de proliferacion.

Confirmamos que la nobiletina inhibe la migracion de estas células y puede que la
nobiletina esté actuando como agente apoptético al generar cuerpos apoptoticos
dependiendo de la concentracion del flavonoide. Se sugiere reevaluar los ensayos

para confirmar disminucion en la produccién de VEGF ya que la metodologia usada
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es muy costosa, no se contd con los estudios necesarios para analisis estadistico,
pero se presume que la via de PI3K es clave en la angiogénesis.

Se piensa que la nobiletina aumento6 la transcripcion de PTEN la fosfatasa que
regula la cantidad de PIP3disminuyendo el reclutamiento de proteinas con dominio
PH como AKT.

Por ultimo, elucidar el mecanismo de accion de la nobiletina es uno de los préximos
retos, se sugiere que la estructura de nobiletina sea modificada ya que no presenta
selectividad. Esperando asi que aumente su afinidad con alguna de los blancos en
este trabajo.

2.9 Expectativas a futuro.

Las propiedades que se ha demostrado hacen de nobiletina una molécula base para
sugerir cambios estructurales via docking, enfocandose en uno de los tantos
blancos moleculares presentes en este trabajo. Puesto que nobiletina no tiene un
blanco especifico de accion hace que no sea un prospecto como farmaco contra el
cancer. Pero resulta interesante conocer como una estructura hexametoxilada de
un flavonoide puede cambiar la sefalizacion de células cancerigenas. Ya en el
presente se cuenta con estudios de la viabilidad en células no cancerigenas bajo el
efecto de nobiletina en el laboratorio donde se realizé el trabajo, demostrando que
no destruye significativamente células sanas. Pero su efecto de desregulador de
vias de sefalizacién en células sanas no esta reportado, me resulta de interés
contrastar esos resultados.

Es un hecho que los compuestos con la estructura base de flavonoide tiene
actividad en células cancerigenas. Existen miles de articulos recalcando que
nobiletina y otros flavonoides alteran la actividad de cinasas de importancia para el
desarrollo del cancer, pero todas estas moléculas no tienen selectividad y mas aun,
en mi parecer, no existe sustento suficiente de que los flavonoides no causan
ninguna alteracion en células sanas, ya que casi ninguno de los estudios realizado
en células cancerigenas cita un trabajo realizado en tejido sano usando lineas
celulares similares; sin embargo pienso que es real, que células sanas no se vean
afectadas. Al no tener selectividad estos compuestos actian indiscriminadamente

en las células, encontrar un blanco especifico y realizar modificaciones a la
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estructura base para evaluar el efecto in vitro en un inicio resulta una necesidad si
se desea que estos compuestos evolucionen de lo in vitro a lo in vivo y después a
estudios clinicos. Porque seria alarmante que todo este trabajo quedase en
resultados positivos solo en estudios in vitro. Sin embargo, se han reportado
resultados de modelos in vivo con nobiletina y otros flavonoides, estudios como:
trasplante de células cancerigenas a un organismo vivo, 0 generar cancer con un
compuesto y evaluar la respuesta ante el tratamiento con flavonoides en organismos
ViVos.

Mas especificamente sugiero evaluar el efecto de nobiletina y sus metabolitos
activos en un ensayo clonogénico, en la sefalizacion de la apoptosis, evaluando
PARP, la procaspasa 3, BAD, BAX y BID usando Western Blot y usar el ensayo de
deteccion de la fosfatidilserina con Anexin V'y FITC.

Existen miles de modificaciones que se pueden hacer a la molécula, desde los
metabolitos activos que generea el citocromo CYP450 y CYP1l hasta las
modificaciones que las herramientas como el DocK-in puede sugerir.

Las cinasas que promueven la proliferacion de células cancerigenas son un blanco
clave para combatir el cancer, evaluar la actividad de la cinasa AKT o PKB con todas
las sustancias posibles y diferentes técnicas es de ayuda para descartar
compuestos sin actividad. Existen mas de una via de proliferacién del cancer como
la via Wnt que no ha tenido tanta difusion como AKT pero, evaluar mas de una via
de proliferacidn en células cancerigenas y no cancerigenas sé que dara resultados

para mejorar los tratamientos contra el cancer.
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